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VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 



Absender: INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



An: 



siehe Formular PCTASAJ220 



1^ 



REC'o 1 0 FEB 2005 



POT 



SCHRIFTLICHER BESCHEID DER 
INTERNATIONALEN 
RECHERCHENBEHORDE 

(Regel 43fe/s.1 PCT) 



Absendedatum 

(T ag/MonaWahr) siehe Formular PCT4S A>21 0 (Blatt 2) 



Aktenzeichen dss AnmeWers oder Anwahs 
Siehe Formular PCTyiSA/220 



WEITERES VORGEHEN 

siehe Punkt 2 unten 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP2004/052293 



Internationales AnmeUedatum (Tag/MonaUJahr) 
23.09.2004 



Internationale Patentkiassifikation (IPK) oder nationale Klassifikatlon und IPK 

G02B21yO0 



Prioritatsdatum (Tag4i4onatUahr} 
25.09.2003 



Anmelder 



LEICA MICROSYSTEMS HEIDELBERG GMBH 



Dieser Bescheid enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

Grundlagedes Bescheids 

Prior itat ■ 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuhelt, erflnderlsche Tatigkeit und gewerbllche 
Anwendbarkelt 

l\/IangGlnde Efnheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Regel 43£>/s.1 (a) (I) hinsichtlich der Neuhelt, der erflnderischen Tatigkeft 

und der gewerbllchen Anwendbarkelt; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 
Bestimmte angefuhrte Unterlagen 
Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 
Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 
WEITERES VORGEHEN 

Wird ein Antrag auf Internationale vorlaufige Prtifung gestellt, so gilt dieser Bescheid als schriftilcher Bescheid der 
mit der mternationalen yorlaufigen Pmfung beauftragten Behdrde ("IPEA"); dies trifft nicht zu, wenn der Anmelder 

R h^'^n'^r o^'^ L''^ "^f^^ "r"* "^'^ g^wahlte IPEA dem Internationale BOro nach Regel 66.1 bis b) 
mftgetellt hat, daB schriftllche Bescheide dieser Intemationalen Recherchenbehorde nIcht anerkannt werden 

Wenn dieser Bescheid wie oben vorgesehen als schriftlicher Bescheid der IPEA gilt, so wird der Anmelder 

' ®iuf ' 11^^^^^""^ von 3 Monaten ab dem Tag, an dem das Formblatt PCTASPJ220 abgesandt 
n^^'^"^J'°" 22 Monaten ab dem Prioritatsdatum. Je nachdem. weiche Frist spater abiSuft. eine 
schriftllche Stollungnahme und, wo dies angebracht 1st. Anderungen einzureichen. 

Weitere Optlonen siehe Formblatt PCT/1SA220. 

Nahere Einzelhelten siehe die Anmerkungen zu Formblatt PCT>1SAje20. 
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Feld Nr. 1 


IS! 


Feld Nr. II 


□ 


Feld Nr. HI 


□ 


Feld Nr. IV 




Feld Nr. V 


□ 


Feld Nr. Vi 


□ 


Feld Nr. VII 


□ 


Feld Nr. VIII 



Name und Postanschrlft der mtt der intemationalen 
Recherchenbehorde 


Bevollmachtigter Bediensteter 




^ Europalsches Patentaml 






/gj] D-80298 MOnchen 


Windecker, R 




jg/' Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 




Fax: +49 89 2399 - 4465 


Tel. +49 89 2399-7094 
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SCHRIFTLICHER BESCHEID DER 
INTERNATIONALEN RECHERCHEBEHORDE 



Internationales Aktenzeichen 
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Feld Nr. t Grundlage des Beschefds 

1. HInslchtlich der Sprache tet der Bescheid auf der Grundlage der Internatlonalen Anmeldung In der Sprache 
erstellt worden, m der sie eingerelcht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben 1st 

□ Der Bescheid 1st auf der Gmndlage einer Obersetzung aus der Origlnalsprache in die folgende Sprache 
erstellt worden, be! der es sich urn die Sprache der Ubersetzung handelt, die fur die Zwecke der 
internatlonalen Recherche eingerelcht worden ist (gemaB Regain 12.3 und 23.1 b)). 

2. Hinsichtlich der Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz. die in der internationalen Anmeldung offenbart 
wurde und fur die beanspruchte Erfindung erforderlich ist, ist der Bescheid auf folgender Grundlage erstellt 
worden: 

a. Art des Materials 

□ Sequenzprotokoll 

□ Tabelle(n) zum Sequenzprotokoll 

b. Form des Materials 

□ in schriftlicher Form 

□ in computerlesbarer Form 

c. Zeitpunkt der Einreichung 

□ in der eingereichten internationalen Anmeldung enthalten 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingerelcht 

□ bei der Behorde nachtraglich fur die Zwecke der Recherche eingerelcht 

3. □ Wurden mehr als eine Version Oder Kople eines Sequenzprotokolls undybder einer dazugehorigen Tabelle 

eingerelcht, so sind zusatzlich die erforderlichen Erklaaingen, dali die Information in den nachgereichten 
Oder zusatzlichen Koplen mit der Information In der Anmeldung in der eingereichten Fassung ubereinstimmt 
bzw. nicht uber sie hinausgeht, vorgelegt worden. 

4. Zusatzliche Bemerkungen: 
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Feld Nr. II Prioritat 



1 . □ Das folgende Dokument ist noch nicht eingereicht worden: 

° uJd 66 7(a» Anmeldung, deren Prioritat beanspmcht worden ist (Regel 43bis.1 

° 66®7(b)f ^'^ Anmeldung, deren Prioritat beansprucht worden ist (Regel 436fe.1 

in H^5^®„otL"J°^* GOWgkeitdes Prioritatsanspruchs zu prOfen. Der Bescheid wurde trotzdem 

in der Annahme erstellt. daB das beanspruchte Prioriiatsdafcim das maBgebliche Datum Tt/ 

2. □ Dieser Bescheid ist ohne Berucl<sicintigung der beanspmchten Prioritat erstellt worden da sich dar 

Prioritatsanspruch als ungQItig en«iesen hat (Regeln 43te.1 und 64^. TOrdfeSckedSBlscheids 
gilt daher das vorstehend genannte intematlonale Anmeldedatum als das maRgeSe DatSm 

3. El Es war nicht mdglich, die GQItigkeit des Prioritatsanspruchs zu Oberprufen. da der Internationalen 

4. Etwarge zusatzliche Bemerkungen: 



Feld Nr. V B^rundete i=eststellung nach Regel 43i>/s.1(a)(i) hinslchtlich der Neuhelt der 



Stiitzung dieser Feststelfung 

1. Feststellung 



^^^^^'^ Ja: Anspruche 11,12,14,25,26,28 

Nein: AnsprOche 1-10,13,15-24,27 

Erfinderische TStigkeit Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 1-28 

Gewerbliche Anwendbarkeit: Ja: Anspruche: 1-28 

Nein: Anspruche: 

2, Unterlagen und Erklarungen: 
siehe Belblatt 
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Zu Punkt V. 

1 Im vorliegenden Bescheid wird auf folgende Druckschriften verwiesen: 

D1 : OHEIM M ET AL: "MULTIPARAMETER EVANESCENT-WAVE IMAGING IN 
BIOLOGICAL FLUORESCENCE MICROSCOPY' IEEE JOURNAL OF 
QUANTUM ELECTRONICS, IEEE INC. NEW YORK, US, Bd. 38, Nr. 2. 
Februar 2002 (2002-02), Seiten 142-148, XP001 104420 ISSN: 0018-9197 

D2: FLORIAN SCRAPPER, JOSE TIAGO GONCALVES,MARTIN OHEIM: 
"Fluorescence imaging with two-photon evanscent wave excitation" 
EUROPEAN BIOPHYSICAL JOURNAL, Bd. 32, 3, September 2003 

(2003-09-03), Seiten 635-643, XP002315233 

D3: DE 101 43 481 A1 (EUROPAEISCHES LABORATORIUM FUER 
MOLEKULARBIOLOGIE) 20. Marz 2003 (2003-03-20) 

D4: US-A-4 405 237 (MANUCCIA ET AL) 20. September 1 983 (1 983-09-20) 



2 Die Prufung der internationalen Anmeldung in Bezug auf Neuheit und Erfinder- 
ischer Tatigkeit basiert auf den folgenden Beobachtungen unter Art. 6 PCT. 

2.1 Gerateanspruch 1 ist im kennzeichnenden Teil im Form eines Methoden- 
schritts formuliert. Es ist allerdings unklar, welchen konkreten strukturellen 
Merkmale mit dieser Formulierung definiert werden sollen. 

2.2 Anspruch 6 definiert, dass "der erste Beleuchtungslichtstrahl ein Pump- 
lichtstrahl und der zweite Beleuchtungslichtstrahl ein Stokeslichtstrahl ist". 
Hierbei wird das Gegenstand durch seine spatere Verwendung definiert. Da 
allerdings hierbei Eigehschaften der Probe eine wesentliche Rolle spielen, 
die nichtTeil des Mikroskops ist, ist unklar, welche konkreten strukturellen 
Merkmale des Mikroskops dadurch definiert werden sollen. 

Fur die Prufung wird angenommen, dass die beiden 
Beleuchtungslichtstrahlen unterschiedliche Wellenlangen besitzen. 

2.3 Ein entspreehender Einwand ergibt sich auch fur den Anspruch 7. 

2.4 Anspruch 1 definiert Beleuchtungslichtstrahlen, ohne jedoch konkrete Mittel 
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2U spezifizieren, die diese Lichtstrahlen erzeugen. 
3 UNABHANGIGER ANSPRUCH 1 

3.1 Die vorliegende Anmeldung erfullt nicht die Erfordernisse des Artikels 33(1 ) PCT, 
weil der Gegenstand des Anspruchs 1 nicht neu im Sinne von Artlkel 33(2) PCT 
ist. 

Druckschrift D1 offenbart ein Mikroskop (Zusammenfassung und Figur 3A-C), mit 

einem ersten und einem zweiten Beleuchtungsstrahl (Figur 38 und 
Biidunterschrift), wobei 

der erste und der zweite Beleuchtungsstrahl die Probe evaneszent 
beleuchten (Figur 38 und Biidunterschrift), 

Daher besitzt das Mikroskop aus D1 alle strukturelien Merkmale des Anspruchs 
1, weshalb dessen Gegenstand nicht als neu Im SInne des Art. 33(2) PCT 
angesehen werden kann. 

3.2 Auch im Lichte der vom Anmelder zitierten Druckschriften D2 und D3 erscheint 
der Gegenstand des Anspruchs 1 vonA^eggenommen (Art. 33(2) POT). 

Aus dem Abschnitt "Linear and non-linear EW fluorescence excitation" und Figur 
1 A-C von D2 ist ein Mikroskop mit evaneszenter Beleuchtung mit zwei unter- 
schiedlichen Wellenlangen bekannt. Folglich existiert ein erster und ein zweiter 
evaneszenter Beieuchtungslichtstahl. 

Druckschrift D3 zeigt in Figur 8 eine Anordnung in der Licht unterschiedlicher 
Lichtquellen auf die Probe zur evaneszenten Beleuchtung gelenkt wird. 

4 UNABHANGIGER ANSPRUCH 1 5 

4.1 Die vorliegende Anmeldung erfullt weiterhin nicht die Erfordernisse des Artikels 
33(1) PCT, weil auch der Gegenstand des Anspruchs 15 im Sinne von Artikei 
33(2) PCT nicht neu ist. 

Anspruch 15 definiert in Form von Methodenschritten ein Verfahren zur 
Benutzung des Mikroskops aus Anspruch 1, Folglich ist der Gegenstand des 
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Anspruchs 15 ebenfalls nicht neu gegenuber einer der Druckschriften D1-D3 aus 
den gleichen Grunden, wie bereits im Abschnitt 3, oben eriautert. 

5 ABHANGIGE ANSPRUCHE 2-1 4, 1 6-28 

Die Anspruche 2-14, 16-28 enthalten keine Merkmale, die in Kombination mit den 
Merkmalen irgendeines Anspruchs, auf den sie sich bezlehen, einen Gegenstand 
definieren, der die Erfordernisse des PCT in Bezug auf Neuheit bzw. erfinderische 
Tatigkeit erfullt: 



Anspruche 2-5,16-19: 



Anspruche 6,7,20,21 : 



Anspruche 8,9,22,23: 



Anspruche 10,11,24,25: 



Anspruche 12,26: 
Anspruche 13,27: 



Anspruche 14,28: 



Aus Druckschrift D3 1st aus den Figuren 1-2 be- 
kannt, das Licht In den Randbereich der Objektiv- 
pupille zu fokussieren und den Beleuchtungs- 
winkel durch Veranderung des Abstands zur 
optischen Achse zu verandern. 
Siehe Bemerkungen 2.2 und 2.3, oben. Aus D1, 
Rgur 3b und dem eriauternden Text ist weiterhin 
bekannt, dass STED-Verfahren mit evaneszenter 
Beleuchtung vorzunehmen. Daher scheint es 
auch naheliegend, das aus D4 bekannte CARS- 
Verfahren zur Untersuchung von lebenden Zellen 
mit evanszenter Beleuchtung vorzunehmen, um 
grenznahe Prozesse zu untersuchen. 
Die tiefenabhangige Anregung bzw. Stimulation ist 
aus der Beschreibung zum STED Verfahren in D1 
bekannt. 

Die gepulste Anregung mit einstellbarem Puls- 
abstand ist aus D1 bekannt, da dies fur STED 
Anregung notwendig ist. 

Die Einstellbarkeit von Durchmessers ist eine ali- 
gemein bekannte StandardmaBnahme. 
D1 offenbart die Verwendung eines TI:Sapphire- 
Lasers, der eine Breitbandlichtquelle darstellt. 
Die Kombination mit einem Rastermikroskop 
erscheint naheliegend. 
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Rastertnlkroskop mit evaneszenter Beieuchtunq 



Die Erfindung betrifft ein Rastermikroskop. 

In der Rastermikroskopie wird eine Probe mit einem Lichtstrahl beleuchtet, urn 
5 das von der Probe emtttierte Detektionslicht, als Reflexions- oder 
Fluoreszenzlicht, zu beobachten. Der Fokus eines 
BeleuchtungslichtstrahlenbQndels wird mit Hitfe einer steuerbaren 
Strahtablenkeinrichtung, tm Allgemeinen dun::h Verkippen zweier Spiegel, In 
einer Probenebene bewegt, wobei die Ablenkachsen meist senkrecht 

10 aufeinander stehen. so dass ein Spiegel in x-. der andere in y-Riclntung 
ablenkt. Die Verkippung der Spiegel wird beispielsweise mit Hiife von 
Galvanometer-Stelielementen bewerkstelligt. Die Leistung des vom Objekt 
kcmmenden Detektlonslichtes wird in Abhdngigkeit von der Position des 
Abtaststrahles gemessen. OblichenAreise werden die Stellelemente mit 

15 Sensoren zur Ermittlung der aktuell6n Spiegelstellung ausgerQstet. Spezfell in 
der konfokalen Rastenmikroskopie wird ein Objekt mit dem Fokus eines 
Llciitstrahls in drei Dimensionen abgetastet 

Ein konfokales Rastermikroskop umfasst im Allgemeinen eine Liclitquelle. 
eine Fokussieroptik, mit der das Ucht der Quelle auf eine Lochbiende - die 
20 sog. Anregungsblende - fokussiert wird, einen Strahlteiler, eine 
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Strahlablenkeinrichtung zur Strahlsteuerung, eine Mikroskopoptik. eine 
Detektionsblende und die Detektoren zum Nachweis des Detektions- bzw. 
Fluoreszenzlichtes, Das Beleuchtungslicht wird Qber einen Strahlteiler 
eingekoppelt. Das vom Objekt kommende Fluoreszenz- oder Reflexionslicht 
5 gelangt Qber die Strahlablenkeinrichtung zurQck zum Strahlteiler, passiert 
diesen, um anschliefiend auf die Detektionsblende fokussiert zu werden, 
hinter der sich die Detektoren befinden. Diese Detektionsanordnung wird 
Descan-Anordnung genannt. Detektionsiicht, das nicht direkt aus der 
Fokusregion stammt, nimmt einen anderen LIchtweg und passiert die 
10 Detektionsblende nicht, so dass man eine PunkUnformatlon erhdit, die durch 
sequentielles Abtasten des Objekts mit dem Fokus des 
BeleuchtungslichtstrahlenbQndels zu einem dreidimensionalen Blld fuhrt. 
Meist wird ein dreidirnensionales Bild durch schichtweise Bilddatennahme 
erzielL 

15 Aus US 2002/0097489 A1 ist ein Mikroskop mit evaneszenter Beleuchtung 
einer Probe bekannt. Das Mikroskop beinhaltet eine Weiaiichtquelle, deren 
Licht Gber eine Schlltzblende durch das Mikroskopobjektiv hindurch in den 
eine Probe tragenden ObjekttrSger zur evaneszenten Beleuchtung 
eingekoppelt wird. Das Beleuchtungslicht pflanzt sich in dem Objekttrager 
20 durch totalinteme Reflektion fort, wobei die Beleuchtung der Probe nur im 
Bereich des aus idem Objekttrager herausragenden evaneszenten Feides 
erfolgt. l\dikroskope dieser Art sind unter dem Begrfff TIRFM (Total Internal 
Reflection Fluorescent Microscope) bekannt. 

Die z-Aufl6sung von TIRF-Mikroskopen ist aufgrund des nur ca. 100 nm in die 
25 Prot>e ragenden evaneszenten Feides auQerordentlich gut 

Es ist die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Rastermikroskop 
anzugeben, mit dem sowohi die Vorteile einer evaneszenten Beleuchtung als 
auch die Vorteile der Rastermikroskopie nutzbar sind. 

Die Aufgabe wird durch ein Rastermikroskop mit einer Lichtquelle, die eine auf 
30 einem Objekttrager angeordnete Probe evaneszent beleuchtet. mit einem 
Punktdetektor, der von einem Rasterpunkt der Probe ausgehendes 
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Detektionslicht empfdngt, und mit einer im Strahlengang des Detektionslichtes 
angeordneten Strahlablenkeinrichtung zum Verschieben der Position des 
Rasterpunktes in der Probe, gel6st 

Die Erfindung hat den Vorteil, dass sowolil eine Abrasterung der Probe in zwei 
5 Dimensionen Oder in drei Dimensionen. ais auch ein stark gesteigertes 
Aufl6sungsvenm6gen in z-Rlchtung ermaglicht ist 

Das Abrastem der Probe in lateraler Riclitung (xy-Richtung) wird mit Hiife der 
im Strahlengang des Detektionsllchts angeordneten Strahlablenkeinrichtung 
bewirkt. Zum Abrastem der Probe In axialer Richtung (z-Rlchtung) ist der 
10 Relativabstand von: Probe und Objektiv verstellbar. Hierzu kann entweder die 
Probe auf einen hdhenverstellbaren Tisch angeordnet sein oder ein in z- 
Richtung verstellbares Objektiv verwendet werden. 

Das Beleuchtungslicht ist vorzugsweise durch das Objektiv des 
Rastennriikroskops In das Deckglas der Probe einkoppelbar. In einer anderen 
15 Variante wird das Beleuchtungslicht durch den Kondensor des 
Rastermikroskops in den Objekttrager eingekoppeit. In einer ganz anderen 
Variante erfolgt die Einkopplung weder durch das Objektiv noch durch den 
Kondensor sondem direkt, beispielsweise Qber ein Prisma, In den 
O^ekttrager 

20 Das Beleuchtungslicht verlauft vorzugsweise durch den Au^Senrandbereich 
der Objektivpupille, um zu gewahrleisten, dass der kritische Winkel der 
Totalreflexion im Deckglas erreicht wird. Vorzugsweise ist das 
Beleuchtungslicht zu einem BeleuchtungslichtstrahlenbOndel gefbnnt, das 
vorzugsweise in der Ebene der Objektlvpupiile einen Fokus aulweist Das 

25 BeleuchtungsllchtstrahlenbOndel kann wdhrend der Untersuchung einer Probe 
ortsfest bleiben. In einer besonders bevorzugten Variante Ist das 
BeleuchtungsIichtstrahlenbQndel mit Hilfe einer weiteren 
Strahlablenkeinrichtung kreisend durch den Aulienbereich der Objektivpupille 
bewegllch. Hierdurch wird in besonders vorteiihafter Weise eine sehr 

30 homogene und gleichmdfiige Beleuchtung erreicht. 
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Das Objektiv weist voizugswelse eine numerische Apertur auf. die grdOer als 
1.3 ist und besonders vorteilhafterweise zwischen 1,35 und 1.42 Hegt. 
In einer bevorzugten Ausgestaltungsform ist Im Strahlengang des 
Beieuchtungslichtes vonzugswelse in der Ebene der Objelctlvpupllle eine 
5 farbselelrtive Segmentblende angeordnet Die farbselekUve Segmentblende 
welRt im AuSenrandbereich andere optische Eigenschaften auf. als im 
Innenbereich. Vorzugsweise ist die farbselektive Segmentblende im 
AuBenrandbereich fQr LIcht der Weilenlange des BeleuchtungsHchts 
transparent, wahrend sie im Innenbereicii ausschlieBlich fur Ucht oberhalb der 
10 Weilenlange des Beleuciitungsliclits transparent ist. Diese 
Ausgestaltungsvariante ist insbesondere fOr Ruoreszenzanwendungen. bei 
denen die WellenlSnge des Detektionsliciits naturgemafi oberhalb der 
Weilenlange des BeleuchtungsHchts liegt. besonders zu bevorzugen. 
In einer anderen V^riante ist die farbselelrtive Segmentblende im Innenbereich 
15 ausschlieBlich fQr LIcht untertialb der Weilenlange des BeleuchtungsHchts 
transparent. Diese Variante ist insbesondere zur Mehrphotonenanregung der 
Probe geeignet Hierbei ist das BeieuchtungsHcht vorzugsweise gepulstes 
InfrarotllchL 

Mit Hiife der farbselektiven Segmentblende wini vennieden, dass 
BeieuchtungsHcht auBerhalb des AuBenrandbereiches durch das Objektiv auf 
die Probe gelangt und die Probe direkt beleuditet 

In , einer ganz besonders bevoizugten Ausgestaltungsvariante weist das 
BeieuchtungsHcht mehrere Wellenldngen auf. In dieser Variante sind 
beispielsweise mehrere unterschledliche Probenferbstoffe gieichzeitig opMsch 
25 anregbar. 

Der Punktdetektor Mnhaltet vorzugsweise In einer zur Fokalebene des 
ObjekUvs korrespondierenden Ebene eine Detektionslochblende. Die 
raumHche Lege des Rasterpunkte. von dem der Punktdetektor Detektionsllcht 
empfangen kann. ist durch die Position der Detektionslochblende und durch 
10 die Steilung der Strahlablenkeinrichtung festgelegt 
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In einer bevorzugten Variante beinhaltet der Punktdetektor einen 
Muitibanddetektor Oder e!n Spektrometer. Hierdurch ist es erm6glicht. 
spektrale Punktinformafionen aus der Probe zu erhalten. Insbesondere in 
Kombination mit einer Mehrfarbbeieuchtung ist diese AusfQIirungsvariante von 
5 besonderem Vorteil. 

Das erfindungsgemaHe Rastermikroskop kann zusatzlich als konfokales 
Rastemiikroskop ausgebildet sein, wobel gleichzeitig sowohl eine konfokale 
Untersuchung der Probe durch den Innenbereich der farbselektiven 
Segmentblende erfolgen kann, wahrend gleichzeitig eine TIRF-Beleuchtung 
10 durch den AuBenbereich der farbselel<:tiven Segmentblende emioglicht Ist. 

Zur Erzeugung des Fokus des BeleuchtungslichtstrahlenbQndels in der Ebene 
der Objektivpupille ist im Strahlengang des Beleuchtungslichts eine 
Abblldungsoptik, vorzugsweise eine Bertrandtlinse vorgesehen. 

In einer ganz besonders bevorzugten Ausgestaltungsform umfasst der 
15 Uchtweg des Detektionsiichts mehrere Detektionskan3le, wobel in jedem der 
DetekUonskandle ein Bandpassfilter vorgesehen sein kann. 

In der Zeichnung ist der Erfindungsgegenstand schematisch dargestellt und 
wird anhand der Rguren nachfolgend beschrieben, wobel gleich wirkende 
Elemente mit denselben Bezugszeichen versehen sind. Dabei zeigen: 

20 Fig. 1 ein erfmdungsgemafies Rastemiikroskop, 

Fig. 2 eine farbselektive Segmentblende, 

Rg. 3 ein weiteres erfindungsgemaBes Rastennikroskop und 

Fig. 4 ein weiteres erfindungsgemSBes Rastemiikroskop. 

Rg. 1 zeigt ein erfindungsgemaBes Rastemiikroskop mit einer Lichtquelle 1, 
25 die als Argonionenlaser 3 ausgebildet ist Die Lichtquelle 1 erzeugt ein 
BeleuchtungslichtstrahlenbOndel 5. das von einem Strahlteiler 7 zu dem 
Objektiv 9 reflektiert wird. Das BeleuchtungslichtstrahlenbQndel 5 verlaufl 
durch den AuBenrandbereich der Objektlvpupiile 11 (durch den Doppeipfeil 24 
angedeutet) und virfrd in das Deckglas 13 der Probe 15 zur evaneszenten 
30 Beleuchtung eingekoppelt Im Strahlengang des 

Hf 



6 

Beieuchtungslichtstrahlenbundels 5 befmdet sich eine als Bertrandtlinse 17 
ausgebildete Abbildungsoptik 19, die in der Ebene der Objektivpupille 11 
einen Fokus erzeugt. AuHerdem befindet sich im Strahlengang des 
BeleuchtungsiichtstrahlenbQndels 5 eine weitere Strahlablenkeinrichtung 21, 

5 die einen ntcht gezeigten kardaniscli aufgehdngten Scanspiegel beinhaitet 
Mit Hilfe der weiteren Stralilablenkelnrichtung wird der Fokus des 
Beleuchtungslich»tstrahlenbQndels kontinuierlich kreisend durch den 
Au&enrandbereich der Objektivpupille 11 l^ewegt, wodurch eine besonders 
liomogene evaneszente Beleuchtung erreicht wird. In der Ebene der 

10 Objektivpupilte 11 ist die in Fig. 2 gezeigte farbselektive Segmentbiende 23 

• angeordnet. Die farbselektive Segmentbiende 23 weist einen 
Aul^enrandbereich 25 auf, der fur das Beleuchtungslicht transparent ist 
AuEerdem weist die farbsefektive Segmentbiende 23 einen Innenbereicli 27 
aut der fOr Licht oberhalb der WeilenlSnge des Beleuclitungsliciits transparent 
15 1st. Das von der Probe ausgeliende Detektionslicht 51 gelangt durcli das 
Objektiv und den Innenbereicii der farbselektlven Segmentbiende zum 
Strahlteiler 7. passiert diesen und gelangt Qber die Stnahlablenkeinrichtung 29, 
die einen kardanisch aufgeti§ngten Scanspiegel 31 beinhaitet, zum 
Punktdetektor 33. Der Punktdetektor 33 beinhaitet eine Detel<:tionslochbiende 
20 35. deren rSumliche Lage zusammen mit der Stellung des kardanisch 
aufgehSngten Scanspiegels 31 die Position des Rasterpunktes in der Probe 
bestimmt, von dem der Punktdetektor 33 Detektionslicht 51 empfSngt, Der 
Punktdetektor 33 beinhaitet einen Multibanddetektor 36, der simultan 
Detektionslicht 51 in mehreren einstelibaren Wellenl3ngenb3ndem empfangen 
25 kann. Das BeleuchtungslichtstrahlenbQndel des Argonionenlasers 3 beinhaitet 
Beleuchtungslicht mehrerer WellenlSngen, wodurch eine Mehrfarbanregung 
der Probe enndglicht ist 

Fig. 3 zeigt ein weiteres erfindungsgemSSes Rastermikroskop. bei dem 
simultan zur TIRF-Untersuchung einer Probe eine konfokale Untersuchung 
30 einer Prot>e ermdglicht ist. Dieses Rastermikroskop beinhaitet eine weitere 
Lichtqueile 37, die als gepulster Titan-Saphirlaser 39 ausgeblldet ist und die 
ein weiteres BeleuchtungslichtstrahlenbQndel 41 emittiert. Das weitere 
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BeleuchtungslichtstrahlenbQndel 41 gelangt durch einen zwelten Strahlteiler 
43 und Qber die Strahlablenkeinrichtung 29, sowie durch den Strahlteiler 7 und 
einen dritter Strahlteiler 45 zum Objektiv 9 und beleuchtet durch den 
Innenbereich 27 der Segmentblende 23 durch die Probe 15 direkt. In der 
5 Probe 15 wird unabhangig von der TIRF-Beleuchtung mit dem 
BeleuchtungsllchtstrahlenbDndel 5 durch das weitere 
BeleuchtungslichtstrahlenbQndel 41 eine Zweiphotonenanregung der Probe 
bewirkL Das durch die Zweiphotonenanregung der Probe entstehende weitere 
Detektlonslicht 53 wIrd mit Hllfe sines Non-Descan-Detektors 47, der als CCD- 
10 Element 49 ausgjebildet ist, detektlert. Dieses weitere Detektlonslicht 53 

• gelangt Dber den Innenbereich des Objektivs, durch Reflektion am dritten 
Strahlteiler 45 zu dem Non-Descan-Detektor 47. Bei diesem Rastermikroskop 
ist in der Objekb'vpupille eine andere farbselektive Segmentblende eingesetzt. 
die im Au&enrandbereich fOr das BeleuchtungslichtstrahlenbQndel 5 der 
15 Lichtquelle 1 transparent ist und die im Innenbereich fOr dieses Licht 
reflektierend ausgebildet ist. Hierdurch ist gewahrleistet, dass kein 
Beleuchtungslicht direkt auf die Probe eingestrahit wird. Die Strahlteiler 7, 45 
und 43 sind derart ausgebildet. dass weder das Licht des 
BeleuchtungslichtstrahlenbQndels 5 als auch des Titan-Saphirlasers 39 zu 
20 dem Punktdetektor 33 oder zu dem Non-Descan-Detektor 47 gelangt. 

In Fig. 4 ist eine weitere denkbare Variante des erfindungsgemafien 
Rastermikroskops dargestelK. In diesem Fall besteht die Lichtquelle 1 aus 
einem Trtan-Saphirlaser 55, der ein Beleuchtungslichtstrahlenbundel 5 
emittiert das als TIRF-Beleuchtung durch den AuBenrandberelch 25 einer 
25 farbselekUven Segmentblende 23 gefOhrt wird. Die evaneszente Beleuchtung 
induziert in der Probe 15 Mehrphotonenanregung. Das daraus entstehende 
Fluoreszenziicht gelangt durch die gesamte Segmentblende 23 Qber den 
dritten Strahlteiler 45 zum Non-Descan-Detektor 47, der als CCD-Element 49 
ausgefOhrt ist. Direkt im Anschluss daran wird ein dreidimensionales Bild der 
30 Probe durch konfokale Beleuchtung mit einer Lichtquelle 37, die aus einem 
Argonionenlaser 57 besteht, und Detektion mit einem Punktdetektor 33, der 
als Multibanddetektor 36 ausgebildet ist, aufgenommen. 
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Die Erfindung wurde in Bezug auf eine besondere AusfOhrungsform 
beschrieben. Es ist Jedoch selbstverstSndlich, dass Anderungen und 
Abwandlungen durchgefDhrt werden kdnnen, ohne dabei den Schiitzbereich 
der nachstehenden AnsprQche zu verlassen. 
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Bezugszelchenllste: 

I Lichtquelle 

3 Argonionenlaser 

5 5 BeteuchtungslichtstrahlenbQndel 

7 Strahlteiler . 

9 Objelctiv 

II Objektivpupille 
13 Deckglas 

10 15 Probe 

17 Bertrandtllnse 

19 Abbildungsoptik 

21 Strahlablenkeinrtchtung 

23 Segmentblende 

15 24 Doppelpfeil 

25 Au&enrandberelch 

27 Innenberelch 

29 Strahlablenkeinrichtung 

31 Scanspiegel 

20 33 Punktdetektor 

35 betektionslochblende 

36 Multibanddetektor 

37 Lichtquelle 

39 Titan-Saphirlaser 

25 41 Beieuchtungsiichtstrahlenbundel 

43 zweiter Strahlteiler 

45 dritter Strahlteiler 

47 NorvDescan-Detelctor 

49 CCD-Element 

30 51 DetekUonslicht 

53 Detektionslicht 

55 Trtan-Saphir-Laser 

57 Argonionenlaser 
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PatentansprQche 

1 Rasterrhikroskop mit einer Lichtquelle. die eine auf einem 

Objekttrager angeordnete Probe evaneszent beleuchtet, mit einem 
Punktdetektor, der von einem Rasterpunkt der Probe ausgeiiendes 
5 Detektionsiicht empfSngt, und mit einer im Stralilengang des Detektionslichtes 
angeordneten Strahlablenkeinriclntung zum Versclileben der Position des 
Rasterpunktes In der Probe. 

2. Rastemiikroskop nacii Anspruch 1. dadurch gekennzeiclinet, dass 
das Beleuclitungsliclit in den Objekttrdger oder in das Deckglas der Probe 

10 einkoppelbar ist. 

3. Rastermikroskop nach Ansprucii 2, dadurch gekennzeiclinet, dass 
das Rastermikroskop einen Kondensor aufweist und das Beieuditungslicjit 
durch den Kondensor in den ObjekttrSger einkoppelbar ist. 

4. Rastermikroskop nacli Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
15 das Rastemnikroskop ein Objektiv aufweist und das Beleuchtungslicht durch 

das Objektiv in das Deckglas einkoppelbar ist. 

5. Rastermikroskop nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Objektiv eine Objektivpupille aufweist und dass das Beleuchtungslicht 
durch den AuOen-Randbereich der Objektivpupille veriSuft. 

20 6. Rastermikroskop nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass 

das Beleuchtungslicht in einem BeleuchtungslichtstrahlenbQndel verlaufL 

7, Rastermikroskop nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass 

der BeleuchtungsllchtstrahlenbQndel in der Ebene der Objektivpupille einen 
Fokus aufweist. 

25 8. Rastemnikroskop nach einem der AnsprDche 6 oder 7, dadurch 

gekennzeichnet, dass im Strahlengang des Beieuchtungslichtes eine weitere 
Strahlablenkeinrichtung vorgesehen ist, mit der die rdumliche Lage des 
BeieuchtungslichtstrahlenbQndels veranderbar ist 

9. Rastermikroskop nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass 

30 die weitere Strahlablenkeinrichtung das BeleuchtungslichtstrahlenbQndel 
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kreisend durch den Aufien-Randbereich der Objektlvpupille lenkt 

10. Rastemnikroskop nach einem der AnsprOche 4 bis 9, dadurch 

gekennzeichnet. dass das Objektiv eine humerische Apertur grdller 1,3. 
vorzugsweise zwtschen 1,35 und 1,42, aufweist 

5 11. Rastermikroskop nach einem der AnsprOche 1 bis 10, dadurch 

gekennzeichnet, dass im Strahlengang des Beleuchtungslichtes, 
vorzugsweise in der Ebene der Objektivpupille, eine farbselektive 
Segnnentblende angeordnet ist. 

12. Rastermikroskop nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
10 dass die farbselektive Segmentblende im Au&en-Randbereich fQr Ucht der 

WellenlSnge des Beleuchtungstichts transparent ist 

13. Rastermikroskop nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, 
dass die fartselektive Segmentblende im innenberelch ausschlie&lich fQr Licht 
oberhalb WellenlSngje des Beieuchtungslichts transparent ist 

15 14. Rastemiikroskop nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, 

dass die farbselektive Segmentblende im lnnent>ereich ausschlieGlich fQr Ucht 
unterhalb WeilenlSnge des Beieuchtungslichts transparent ist 

15. Rastennikroskop nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet. 

dass das Beleuchtungslicht, vorzugsweise gepulstes Infrarotlicht ist 

20 16. Rastemiikroskop nach einem der AnsprOche 1 bis 15. dadurch 

gekennzeichnet, dass das Beleuchtungslicht mehrere WellenlSngen aufweist. 

17. Rastemnikroskop nach einem der AnsprOche 1 bis 16. dadurch 

gekennzeichnet, dass der Punktdetektor einen Multibanddetektor oder ein 
Spektrometer beinhaltet. 

25 18. Rastermikroskop nach einem der AnsprOche 1 bis 16. dadurch 

gekennzeichnet. daks der Punktdetektor eine Detektionslochblende beinhaltet 

19. Rastemnikroskop nach einem der AnsprOche 1 bis 18, dadurch 

gekennzeichnet. dass das Rastermikroskop als konfokales Rastemrtikroskop 
ausgebildet ist 

30 
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Zusammenfassunq 



Ein Rastermikroskop beinhaltet eine Lichtquelle, die eine auf einem 
Objekttrager angeordnete Probe evaneszent beleuchtet. Ein Punktdetektor 
empfSngt von einem Rasterpunkt der Probe ausgehendes Detektionslicht, 
5 wobei im Strahlengang des Detektionslichtes eine Stralnlablenkeinrichtung 
angeordnet ist mit der die Position des Rasterpunktes in der Probe 
versciiiebbar ist. 



10 Fig. 1 
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Mikroskop mit evaneszenter Beieuchtunq 



Die Erfindung betrifft ein Mikroskop mit einem ersten und einem zwelten 
Beleuchtungslichtstrahl zum Beleuchten einer Probe. 

5 Die Erfindung betrifft auHerdem eIn Verfahren zur - insbesondere 
mikroskopischen -Untersuchung einer Probe. 

Aus US 2002/0097489 A1 1st ein Mikroskop mit evaneszenter Beleuchtung 
einer Probe bekannt. Das Mikroskop beinhaltet eine WeiBliclitquelle, deren 
Licht Qber eine Schlitzbiende durch das Mikroskopobjektiv hindurch in den 

10 eine Probe tragenden Objekttrager zur evaneszenten Beleuchtung 
eingekoppelt wird. Das Beleuchtungslicht pflanzt sich in dem Objekttrager 
durch totalinteme Reflektion fort, wobei die Beleuchtung der Probe nur im 
Bereich des aus dem Objekttrager herausragenden evaneszenten Feldes 
erfolgt. Mikroskope dieser Art sind unter dem Begriff TIRFM (Total Internal 

15 Reflection Fluorescent Microscope) bekannt. 

Die z-Auflosung von TIRF-Mikroskopen ist aufgrund des nur ca. 100 nm in die 
Probe ragenden evaneszenten Feldes au&erordentlich gut. 

Aus DE 101 08 796 A1 ist ein hochaperturiges Objektiv, Insbesondere fOr 
TIRF-Anwendungen bekannt. Das Objektiv besteht aus einer ersten Linse mit 
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einer positiven Brechkraft, einer zweiten Linse mit negativer Brechkrafl, wobei 
das Brennweitenverhaitnis zwischen den beiden Linsen im Bereich von - 0,4 
und - 0.1 liegt und die Gesamtbrechkraft grower Null ist. Ferner belnhaltet das 
Objektiv zwei positive Linsen, deren Verh^ltnisdurchmesser zur Brennweite 
5 grader 0,3 und Kleiner 0,6 ist. Ferner beinhaltet das Objektiv eine Negativlinse 
und einer Sammeliinse, wobei die Negativlinse der Frontgruppe zugewandt ist 
und das Brennweitenverhdltnis der Negativlinse und der Sammellinse 
zwischen - 0,5 und - 2 liegt. 

Aus DE 102 17 098 A1 ist eine Auflichtbeleuchtungsanordnung fOr die TIRF- 
10 Mikroskopie bekannt. Die Aufliclitbeleuchtungsanordnung beinhaltet eine 
Beleuchtungsquelle, die im Betrieb ein polarisiertes 
BeleuchtungsstrahlenbQndel abgibt, das unter einem Winkel zur optischen 
Achse propagiert und eine Umlenkeinrichtung, die das 
BeieuchtungsstrahlenbOndel umlenkt und parallel zur optischen Achse in das 
15 Objektiv einkoppelt. Es ist bei dieser Auflichtbeleuchtungsanordnung 
vorgesehen, dass das von der Beleuchtungsquelle abgegebene 
BeleuchtungsstrahlenbQndel s- und p-Polarisationsrichtungen mit einer 
Phasendifferenz aufweist und die Umlenkeinrichtung das 
BeleuchtungsstrahlenbQndel x-mal reflektiert, wobei x = (n x 180 - d)/60 

20 Aus DE 101 43 481 A1 ist ein Mikroskop zur TIRM (Total Internal Reflection 
Microscopy) bekannt. Das Mikroskop weist ein Mikroskopgehause und ein 
Objektiv auf. Das von einer Beleuchtungseinrichtung ausgehende 
Beleuchtungslicht kann uber einen in das Mikroskopgehause einschiebbaren 
Adapter eingekoppelt werden. 

25 Aus US 2004/0001253 A1 ist ein Mikroskop mit einem optischen 
Beleuchtungssystem. das ein einfaches Umschalten zwischen evaneszenter 
Beleuchtung und Reflektionsbeleuchtung ermdglicht. Das 
Beleuchtungssystem beinhaltet eine Laserlichtquelle, deren Licht in eine 
optische Faser eingekoppelt wird. Ferner ist eine Auskoppeloptik vorgesehen, 

30 die das aus der Faser austretende Licht in einen hinteren Brennpunkt des 
Mikroskopobjektivs fokussiert. Die optische Faser ist in einer Ebene senkrecht 
zur optischen Achse des Mikroskopobjektivs verschiebbar. 
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Aus DE 102 29 935 A1 ist eine Einrichtung zur Einkopplung von Licht in einem 
Mikroskop bekannt. Dabei wird in der Leuchtfeldblendenebene durch eine als 
Schieber ausgefaiirte Llchtleitfaser-Elnkopplung Laserlicht auf das PrSparat 
5 gericlitet. Die Erfindung ist insbesondere fQr das TIRF-Verfahren geeignet. 

In der Rastemiilcroskopie wird eine Probe mit einem Lichtstrahl beleuchtet, urn 
das von der , Probe ennittierte Detektionsliclit, als Reflexions- oder 
Fluoreszenzlicht, zu beobacliten. Der Fokus eines 
Beleuchtungslichtstrahlenbundels wird mit Hilfe einer steuerbaren 

10 Stralilablenkeinriclitung, im Allgemeinen durch Verkippen zweier Spiegel, in 
einer Probenebene bewegt, wobei die Ablenkaclisen meist senkrecht 
aufeinander stehen, so dass eln Spiegel in x-, der andere in y-Richtung 
ablenkt. Die Verkippung der Spiegel wird beispielsweise mit Hilfe von 
Galvanometer-Stellelementen bewerkstelligt. Die Leistung des vom Objekt 

15 kommenden Detektionslichtes wird in AbhSngigkeit von der Position des 
Abtaststrahles gemessen. Oblicherweise werden die Stellelemente mit 
Sensoren zur Ermlttlung der aktuellen Spiegelstellung ausgerOstet. Speziell in 
der konfokalen Rastermikroskopie wird ein Objekt mit dem Fokus eines 
Lichtstrahls in drei Dimenslonen abgetastet. 

20 Ein konfokales Rastermikroskop umfasst im Allgemeinen eine Lichtquelle. 
eine Fokussieroptik. mit der das Licht der Quelle auf eine Lochblende - die 
sog. Anregungsblende - fokussiert wird. einen Strahlteiler, eine 
Strahlablenkeinrichtung zur Strahlsteuerung, eine Mikroskopoptik, eine 
Detektionsblende und die Detektoren zum Nachweis des Detektions- bzw. 

25 Fluoreszenzlichties. Das Beleuchtungslicht wird uber einen Strahlteiler 
eingekoppelt. Das vom Objekt kommende Fluoreszenz- oder Reflexionsiicht 
gelangt Qber die Strahlablenkeinrichtung zuruck zum Strahlteiler, passiert 
diesen, um anschlieBend auf die Detektionsblende fokussiert zu werden, 
hinter der sich die Detektoren befinden. Diese Detektionsanordnung wird 

30 Descan-Anordnung genannt. Detektionslicht. das nicht direkt aus der 
Fokusregion stammt, nimmt einen anderen Lichtweg und passiert die 
Detektionsblende nicht, so dass man eine Punktinformation erhdit, die durch 
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sequentielles Abtasten des Objekts mit dem Fokus des 
Beleuchtungslichtstrahlenbiindels zu einem dreidimensionalen Bild fuhrt. 
Meist wird ein dreidimensionales Bild durch schichtweise Bilddatennahme 
erzielt. 

5 Anordnungen, die das Auflosungsverm6gen eines konfokalen 
Rastermikroskops 1st unter anderem durcli die Intensitatsverteilung und die 
raumliche Ausdehnung des Fokus des Anregungslichtstrahls gegeben. Eine 
Anordnung zur Steigerung des Auflosungsvermogens fur 
Fluoreszenzanwendungen ist aus der PCT/DE/95/00124 bekannt. Hierbei 

10 werden die . lateralen Randbereiche des Fokusvolumens des 
Anregungslichtstrahls mit einem Lichtstrahl einer anderen WellenlSnge, dem 
sog. Stimulationslichtstrahl. der von einem zweiten Laser emittiert wird, 
beteuchtet, um dort die vom Licht des ersten Lasers angeregten 
Probenbereiche stimuliert in den Grundzustand zurQck zu bringen. Detektiert 

15 wird dann nur das spontan emittierte Licht aus den nicht vom zweiten Laser 
beleuchteten Bereichen, so daR insgesamt eine Aufldsungsverbesserung 
erreicht wird. FQr dieses Verfahren hat sich die Bezeichnung STED 
(Stimulated Emission Depletion) eingeburgert. 

Beispielsweise aus US 2002/0167724 A1 und aus US 6,667,830 81 ist eine 
20 Variante der STED-Technik bekannt, bei der die vom Licht des ersten Lasers 
angeregten Probenbereiche mit dem Licht des zweiten Lasers zunachst weiter 
- namlich in einen dritten Zustand - angeregt werden. Bei dieser Variante, fur 
die sich auch der Begriff „up-conversion" eingebQrgert hat. wird equivalent zu 
der Variante der direkten stimulierten Abregung in den Grundzustand eine 
25 Aufldsungssteigerung erzielt. 

Coherent anti-Stokes Raman scattering (CARS)-Mikroskopie ist eine Technik, 
die zunehmend an Bedeutung gewinnt. Ein grolSer Vorteil ist, dass die Proben 
nicht mit Farbstoffen markiert werden mussen. AuBerdem konnen lebende 
Zetlen untersucht werden. 

30 Im Vergleich zur herkommlichen Raman-IVlikroskopie und der bekannten 
konfokalen Raman-Mikroskopie kann man bei der CARS-Mikroskopie eine 
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h5here Ausbeute an Detektionslicht erzielen, storende Nebeneffekte besser 
unterdrQcken und das Detektionslicht leicliter vom BeleuchtungsHcht trennen. 
Fur die konventionelle konfokale Raman-Spektroskople wird ein 
Detektionspinhole benotigt, um eine gute axiale Auflosung zu erreichen, sowie 

5 ein liochaufI5sendes Spektrometer. CARS dagegen ist ein nichtlinearer 
optischer Prozess (Vlerwellen-Mlschprozess), Ahnlich. wie bei der 
Muttiphotonen-Mlkroskopie, bei der zwei Oder mehr Pliotonen gleichzeitig 
absorblert werden, wird, da die Wahrscheinlichkeit des Pliasenrichtigen 
gleichzeitlgen Zusammentreffens mehrer Photonen im Fokus auf Grund der 

10 h5heren Photonendichte am grdliten ist, kein Detektionspinhole bendtigt. 
Ohne Detektionspinhole wird die gleiche axiale Aufldsung erzieit wie bei der 
Multiphotonen-Mikroskopie. FQr die CARS-Spektroskopie werden 
, ublichenA^eise 2 Laser, die Licht unterschiedlicher Wellenlangen emittieren (vp 
und vs, Pump- und Stokesiaser), benutzt, wobei vs durchstimmbar sein sollte, 

15 um ein CARS-Spektrum vcars zu erzeugen (vcars =2vp - vs. Icars ~ (lp)^ ls). 
Stimmt die Differenzfrequenz vp - vs mit der Differenzfrequenz zwischen zwei 
molekularen V5brationszust§nden |l) und |0) in der Probe Qberein, so ist das 

CARS-Signal sogar noch verstarkt. Der Pumplichtstrahl und der 
Stokeslichtstrahls werden bei mikroskopischen Anwendungen koaxial 
20 vereinigt und gemeinsam auf dasselbe Probenvolumen fokussiert. Die 
Richtung, in der die Anti-Stokes-Strahlung emittiert wird, ergibt sich aus der 
Phasenanpassungsl3edingung fOr den Vier-Wellen-IVIischprozess. 

Aus der US-Patentschrift 4.406.237 „Coherent anti-Stokes Raman device" ist 
eine Vorrichtung bekannt, bei der zwei gepulste Laserstrahlen, die von zwei 
25 Lasern erzeugt werden und die unterschiedliche Wellenlangen im sichtbaren 
Bereich oder im UV-Bereich des Spektrums aufwelsen, genutzt werden, um 
eine Probe simultan zu beleuchten. Bei geeigneter Wahl der Wellenlangen 
kann die Probe derart angeregt werden, dass sie die charakteristische 
Coherent anti-Stokes Raman-Strahlung emittiert. 

30 Aus James \NM. Chon, IVlin Gu. ^Scanning total internal reflection 
fluorescence microscopy under one-photon and two-photon excitation: Image 
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formation", Appl. Opt. 43, 1063-1071, 2004 und aus 
Florian Schapper, Jose T. Gongalves. Martin Oheim, "Fluorescence imaging 
with two-photon evanescent wave excitation", Eur. Biophys. J. 32. 635-643, 
2003 ist bekannt eine evaneszent beleuchtete Probe Qber einen 
Zweiphotonenprozess anzuregen. 

Die bislang bekannten Techniken zur evaneszenten Probenbeleuchtung 
eriauben tediglich die Probenschichten zu untersuchen, die direkt an das 
Deckglas bzw. direkt an den Objekttr3ger angrenzen. 

Es ist die Aufgabe der vorllegenden Erfindung ein Mikroskop anzugeben, das 
eine weitgehend flexible Probenuntersuchung, insbeondere auch der 
Bereiche, die nicht unmittelbar an das Deckglas Oder an den Objekttrdger 
angrenzen, zu ermoglichen. 

Diese Aufgabe wird durch ein Mikroskop geldst, das dadurch gekennzeichnet 
ist, dass der erste und/oder der zweite Beieuchtungslichtstrahl die Probe 
evaneszent beleuchtet. 

Es ist eine weitere Aufgabe der voriiegenden Erfindung ein Verfahren zur - 
insbesondere rastermikroskopischen - Untersuchung einer Probe anzugeben, 
die weitgehend flexibei ist und sich nicht auf die Probenschichten beschrSnkt, 
die unmittelbar an das Deckglas bzw. an den Objekttrager angrenzen. 

Die weitere Aufgabe wird durch ein Verfahren zur - insbesondere 
mikroskopischen -Untersuchung einer Probe mit folgenden Schritten gelost: 

• Erzeugen eines ersten und eines zweiten Beleuchtungslichtstrahls 

• Beleuchten der Probe mit dem der ersten und der zweite 
Beieuchtungslichtstrahl, wobel zumindest der erste 
Beieuchtungslichtstrahl die Probe evaneszent beleuchtet. 

In einer besonders bevorzugten Ausgestaltungsvariante weist das Mikroskop 
ein Objektiv mit einer Objektivpupiile auf, wobei der erste und/oder der zweite 
Beleuchtungslichtstrahlenbandel im Bereich der Objektivpupiile einen Fokus 
aufweist. Vorzugsweise ist ein Einstellmittel vorgesehen, mit dem die 
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raumliche Position des Fokus innerhalb der Ebene der Objektivpupille 

veranderbar ist. Das Einstellmittel kann beispielsweise eine 

Strahlablenkeinrichtung mit mehreren Dreh- Oder Kippspiegein Oder mit elnem 

kardanisch aufgehangten Spiegel umfassen. Das Einstellmittel kann auch als 

5 akustooptisches Element ausgebildet sein oder Mikrospiegel beinhalten. Zum 

Einsteilen der rSumllchen Position des Fokus des ersten und/oder des zweiten 

BeleuchtungslicWstrahlenbQndels kann auch eine verschiebbare Lichtleitfaser 
dienen. 

Der Winkel bezQglich der optischen Achse des Objektivs. unter dem der zur 
10 evaneszenten : Beleuchtung der Probe vorgesehene 
BeleuchtungslichtstrahlenbQndel das Objektiv veriasst. hangt von der 
raumlichen Position des Fokus in der Objektivpupille ab. Der Winkel ist umso 
greUer, je groder der Abstand des jeweiligen Fokus von der optischen Achse 
ist. Daher ist erfindungsgemSB Insbesondere der Abstand des Fokus von der 
15 optischen Achse des Objektivs zur Einstellung des WInkels und damit zur 
Einstellung der Eindringtlefe des evaneszenten Feldes In die Probe 
einstellbar. 

In einer bevorzugten Ausgestaftungsfomi des erfindungsgemSBen 
Rastermikroskops ist urn eine CARS-Untersuchung einer Probe zu realisieren. 
Der erste Beleuchtungslichtstrahlenbundel. ein Pumplichtstrahl und derzweite 
BeleuchtungslichtstrahlenbQndel. ein Stokeslichtstrahls. 

in einer anderen, ganz besonders bevorzugten Ausgestaltungsform des 
erfindungsgemaBen Rastennikroskops ist insbesondere zur Erzielung einer 
hohen Ortsauflosung das erste BeleuchtungsllchtstrahlenbQndel ein 
AnregungslichtstrahlenbOndel zur optischen Anregung eines ersten 
Probenbereichs und der zweite BeleuchtungslichtstrahlenbQndel ein 
StimulationslichtstrahlenbQndel zum Auslosen einer stimulierten Emission 
Oder zum AuslOsen einer weiteren Anregung. wobei die stimulierte Emission 
und/oder die weitere Anregung in einem weiteren zumlndest teilweise mit dem 
30 ersten Probenbereich Qberlappenden Probenbereich stattfindet. 

Besonders beyorzugt ist eine Variante. bei der das 
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AnregungslichtstrahlenbQndei und das StimutationslichtstrahlenbQndei beide 
die Probe evaneszent beleuchten, wobei das AnregungslichtstrahlenbQndei 
eine grd&ere Eindringtiefe aufweist als das StimulationslichtstrahlenbQndel. 
Um dies zu realisieren, wird der Abstand des Fokus des 
AnregungsllchtstrahlenbQndels in der Objektivpupille von der optischen Achse 
des Objektivs grofier gewShlt, als der Abstand des Fokus des 
Stimulatlonslichtstrahlenbundels in der Objektivpupille von der optischen 
Achse. Durch den relativ tiefer eindringenden AnregungslichtstrahlenbQndei 
wird die Prolse in einer an das Deckglas bzw. an den Objekttrager 
angrenzenden relativ breiten Schicht optisch angeregt und durch den 
Stimulationsiichtstrahl in einer relativ schmaleren, an den Objekttrager bzw. an 
das Deckglas angrenzenden -mit der ersten Schicht Qberlappenden- Schicht 
stimuliert, optisch abgeregt, so dass letztlich weitgehend ausschlleGlich 
Fluoreszenzphotonen aus dem Teil der mit dem AnregungslichtstrahlenbQndei 
beleuchteten Schicht detektiert werden, die nicht von dem 
StimulationsiichtstrahlenbQndel beleuchteten Schicht rSumlich Qberlagert ist. 

In einer anderen erfindungsgemd&en Variante wird die Probe von dem 
AnregungslichtstrahlenbQndei evaneszent beleuchtet und von dem direkt 
beleuchteten StimulationslichtstrahlenbQndel optisch stimuliert abgeregt. Das 
StimulatlonsiichtstrahlenbOndel ist hlerbei vorzugsweise derart manipuliert, 
dass der Fokus des StimulationsllchtstrahlenbQndels innen hohl ausgebildet 
ist. Ein Hohlfokus ist belsplelsweise mit Hilfe von Phasenfiltem, die in einer zur 
Fokalebene des Objektivs konjugierten Ebene (Fourierebene) angeordnet 
sind. Als Phasenfilter kann beispielsweise eine ^2-Platte fungieren. die von 
dem Stimulationsiichtstrahl uberleuchtet wird, so dass nur der innere 
Teilbereich des Stimulationslichtstrahlenbundels durch die 7J2-P\a\ie veriduft, 
wahrend der ^uQ>ere Ring an der A/2-Platte vorbei verlSuft. Letztlich werden 
die Fluoreszenzphotonen detektiert. die aus dem vom 
AnregungslichtstrahlenbOndel evaneszent beleuchteten Teilbereich der Probe 
stammen, der im inneren des Hohlfokus des StimulationslichtstrahlenbQndels 
liegt. Auf diese Weise kann eine Abrasterung der Probe mit einer sehr hohen 
OrtsauflQsung erfolgen. In z-Richtung ist die OrtsaufI6sung durch die 
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Eindringtiefe des evaneszent beleuchteten Anregungslichtstrahls gegeben 
(2.B. 100 nm), wahrend in den axialen Richtungen das Aufl5sungsverm6gen 
durch die Abmessungen des Hohlfokus bestimmt sind. 2um Abraslem der 
Probe wird der Fokus des StimulationslichtstrahlenbOndels vorzugsweise mit 
einer Strahlablenkeinrichtung, vorzugsweise mSanderformig Qber bzw. durch 
die Probe gefOhrt: 

In einer besonderen Ausgestaltungsvariante erfolgt durch das 
Stimulationslichtstrahlenbundel sine weitere Anregung der bereits angeregten 
Probenbereiche in einem dritten Anregungszustand. Auch diese Variante ist 
geeignet, urn eine hohe Ortsaufldsung zu erzielen. 

Vorzugsweise ist das erste BeleuchtungslichtstrahlenbQndel und/oder das 
zweite BeleuchtungslichtstrahlenbOndel zeitlich geputst. Hierzu kann 
beispielsweise zumindest eine gepuiste Lichtquelle, wie ein 
modemverkuppelter Pulslaser (z.B. Titansaphirlaser) vorgesehen sein. Auch 
die Verwendung von gepulsten Halbleilerlasem Oder von regenerativen 
Verstarkern ist beispielsweise moglich. 

Von besonderem Vorteil ist eine Ausgestaltungsform, bei der das erste 
BeleuchtungslichtstrahlenbQndel und das zweite 

BeleuchtungsHchtstrahlenbundel zeitlich gepulst sind, wobei der zeitliche 
Abstand der Pulse des ersten BeleuchtungsiichtstrahlenbQndels zu den 
Pulsen des zwelten BeleuchtungslichtstrahlenbQndels einsteilbar ist. in dieser 
Variante kfinnen beispielsweise zwei Lichtquellen aufeinander synchronisiert 
sein, wobei der zeitliche Abstand der Pulse durch einstellbare 
Verzdgerungsstrecken einsteilbar ist. In einer anderen Variante kann auch das 
Licht des ersten BeleuchtungslichtstrahlenbOndeis und das Licht des zweiten 
BeleuchtungsiichtstrahlenbQndels von einer einzigen Lichtquelle entstammen, 
die einen aufeuteilenden Primarlichtstrahl emittiert, wobei vorgesehen sein 
kann, dass in den aufgeteilten Lichtzweigen eine WellenlSngenveranderung 
(OPO; mikrostrukturierte Faser; Frequenzvervielfachung) oder eine 
LelstungsverSndeaing (z.B. VerstSrker oder Abschwacher) erfolgt. 

Das erfindungsgem3&e Mikroskop weist vorzugsweise zumindest eine 
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Mehrlinienlichtquelle und/oder zumindest eine Breitbandlichtquelle auf. 
Vorzugsweise sind die WellenlSngen bzw. ist die Welleniange des ersten 
Beleuchtungsllchtstrahlenbundels und/oder des zweiten 

BeleuchtungslichtstrahlenbQndels einstellbar. Es ist erfindungsgemali 
moglicli, dass der erste BeleuchtungslichtstrahlenbQndel und auch der zweite 
BeleuchtungslichtstrahlenbQndel Licht einer oder mehrerer Wellenlangen 
beinhalten kann, wobel sich die Wellenlangen des ersten 
BeleuchtungslichtstrahlenbQndels und des zweiten 

Beleuchtungslichtstrahlenbundels voneinander unterscheiden kfinnen. 

In einer besonders bevorzugten Variante ist der Durchmesser des ersten 
BeleuchtungslichtstrahlenbQndels und/oder des zweiten 

BeleuclitungslichtstrahlenbQndels einstellbar. Insbesondere ist es von Vorteil. 
wenn der Offnungswinkel des zu einem in der Objektivpupille liegenden Fokus 
zusammenlaufenden Beleuchtungslichtstrahlenbundels einstellbar ist. Durcli 
Anderung des Offnungswinkels bei der Fokussierung in die Objektivpupille 
andert sich die GroBe der FlSche, die evaneszent beleuchtet wird. WShlt man 
die Flache der durch den Stimulationslichtstrahl evaneszent beleuclnteten 
Fi^che so, dass sie kleiner ist als die von dem evaneszent anregenden 
Beleuchtungslichtstrahlenbundel beleuchtete Flache. so kann man einen 
direkten Vergleich der Fluoreszenzeigenschaften von Probenschichten in 
unmittelbarer Nahe der Objekttrageroberflache zu den 
Fluoreszenzeigenschaften von Probenschichten In tiefergelegenen Schichten 
erhalten. 

Bei einer vorteilhaften Variants wird die Probe , mit einer evaneszenten 
Anregungs-Beleuchtung mit einer relativ hohen Eindringtiefe beleuchtet 
werden. Mit einer evaneszenten STED-Beleuchtung 
(StimulationslichtstrahlenbQndel). die eine geringe Eindringtiefe aufweist 
(grdBerer Eintrittswinkel in den Objekttrager), wird eine Fluoreszenz direkt am 
Objekttrager stimuliert abgeregt. Die Aufnahme des Fluoreszenzbildes erfolgt 
zeitlich spater (time-gated CCD), so dass nur Fluoreszenzphotonen aus tiefer 
liegenden Probenschichten detektiert werden. Die Einstetlung der jeweiligen 
Tiefen sind sogar einstellbar, indem die radialen Positionen der beiden 
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BeleuchtungsHchtfokusse in der Objektivpupilte variiert werden. Die 
Beleuchtungslichtintensitat in der Probe nimmt bei TIRF exponentiell mit der 
Eindringtiefe ab. Umso effektiver ist der STED-Effekt direkt an der 
Objekttrageroberflache, so dass 2.B. Probenschichten ab 100nm Tiefe 
vermessen werden konnen. 

Vorzugsweise sind vor dem Detektor (beispielsweise Multibanddetektor), der 
beispielsweise als Kamera ausgestaltet sein kann, Bandpassfilter und/oder 
Kantenfilter angeordnet auf die jewellige Emissionsbrandweite des 
Fluoreszenzsignals durcli abgestlmmt sind. Zur Farbselektion kann ein 
dispersives Element vorgesehen sein, dass eine spektrale Aufspaltung 
erzeugt, aus der die zu detektierenden WellenlSngenanteile ausgeblendet 
werden. Der Detektor kann auch ats Farbdetektor, beispielsweise als 
Farbkamera ausgestaltet sein. Genauso ist es moglich, dass ein dispersives 
Element das Detektionslicht auf mehrere Detektoren aufteilt. um eine 
Spektraldetektion zu erreichen. 

In einer ganz besonders bevorzugten AusfQhrungsform umfasst das 
Mikroskop ein Rastermikroskop; insbesondere ein konfokales 
Rastermikroskop: 

In der Zeichnung ist der Erfindungsgegenstand schematisch dargestellt und 
wird anhand der Figuren nachfolgend beschrleben, wobei gleich wirkende 
Eiemente mit denselben Bezugszeichen versehen sind. Dabei zeigen: 

Fig. 1 Ein erfindungsgemaRes Mikroskop und 

Fig. 2 Eine Detailansicht eines erfindungsgemaBen Mikroskops zur 

ErlSuterung eines erfindungsgemaRen Verfalirens, 

Fig. 1 zelgt ein erfindungsgemSftes Mikroskop mit einer ersten Liclitqueile 1, 
die ein erstes Beleuchtungslichtstrahlenbundel 3 erzeugt. Das erste 
BeleuchtungslichtstralilenbQndel geiangt zu einer ersten 
Straiilablenkeinrichtung 5, die einen kardanisch aufgehangten Drehspiegel 7 
belnhaltet und wird von dieser Strahlablenkelnrichtung zu einer ersten Optik 9. 
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einer zweiten Optik 11 und einer dritten Optik 13 gefQhrt und von einem 
Strahlteiler 15, der als dichroitlscher Strahlteiler 17 ausgefOhrt ist. zu dem 
Mikroskopobjektiv 19 gelenkt. Das Mikroskopobjektiv 19 weist eine hfntere 
Brennebene (Objektivpupilienebene 21) auf. Das erste 
Beleuchtungslichtstrahlenbundel 3 weist in der Objektivpupilienebene 21 
einen als Punkt dargestellten Fokus 23 auf. Das 
Beieuchtungslichtstrahlenbundel 3 wird zur evaneszenten Beleuchtung der 
Probe 25 in einen ObjekttrSger 27 eingekoppeit. Zwischen dem Objekttrdger 
und dem Objektiv 19 befindet sich ein Immersionsmittel 29. Das Mikroskop 
weist eine zweite Liclitquelle 31, die ein zweites 
BeleuchtungslichtstrahlenbQndel 33 emittiert auf. Das zweite 
Beleuclitungslichtstrahlenbundel 33 gelangt Qber eine zweite 
Strahlablenkeinrichtung 35, die einen zweiten kardanisch aufgehSngten 
Drehspiegel 37 beinhaltet, zur ersten Optik 9. zur zweiten Optik 1 1 und zur 
dritten Optik 13 und wird von dem Stralilteiler 15 zum Mikroskopobjektiv 19 
gelenkt. Das zweite BeleuchtungslichtstrahlenbQndei 33 weist in der 
Objektivpupilienebene einen Fokus 39 auf. Das zweite 
BeleuchtungslichtstrahlenbQndel 33 wird ebenfalls zur evaneszenten 
Probenbeleuchtung in den Objekttrgger 27 eingekoppeit. Das erste 
BeleuchtungslichtstrahlenbQndel verlSsst das Mikroskopobjektiv 19 unter 
einem Winkel a zur optischen Achse 41 des Objektivs 19, wSlirend das zweite 
BeleuchtungsliclitstrahlenbQndel 33 das Objektiv 19 unter einem Winkel p 
verlasst. Der Winkel a ist durch Verdndem des Abstandes des ersten Fokus 
23, des ersten BeleuchtungslichtstralilenbQndels 3 zur optischen Achse 41 
des Objektivs 19 einsteilbar. Analog ist der Winkel p durch VerSndem des 
Abstandes des zweiten Fokus 39 von der optischen Achse 41 einsteilbar. Die 
Einstellung der Position des ersten Fokus 23 und des zweiten Fokus 39 erfolgt 
mit Hilfe der ersten Strahlabienkeinrichtung 5 bzw. mit Hiife der zweiten 
Strahlablenkeinrichtung 35, die vorzugsweise jeweils In einer zur 
Objektivpupilienebene 21 korrespondierenden Ebene angeordnet sind. Da die 
Eindringtiefe der evaneszenten Beleuchtung direkt vom Winkel a bzw. vom 
Winkel p abhdngt, kann mit Hilfe der ersten Strahlablenkeinrichtung 6 bzw. mit 
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Hilfe der zweiten Strahlablenkeinrichtung 35 die jeweilige Eindringtiefe des 
ersten BeleuchtungslichtstrahlenbQndels 3 und des zweiten 
BeleuchtungslichtstrahlenbQndels 33 eingestellt werden. 

In dieser Ausgestaitungsvariante 1st das erste 
BeleuchtungslichtstrahlenbQndel 3 ein AnregungslichtstrahlenbQndel 43. 
wahrend das zweite BeleuchtungslichtstrahlenbQndel 33 ein 
StimulationsstrahlenbQndel 45 ist. Das Anregungslichtstrahlenbundei 43 regt 
einen ersten sctiichthaflen Probenbereich der Probe 25 an. Das 
StimulationsiichtstrahlenbQndel 45 weist Licht einer Welienlange auf. die zum 
AuslOsen einer stimulierten Emission angeregter ProbenmolekQIe geeignet ist. 
Die Eindringtiefe des evaneszenten Stimulationsbeleuclitungslichtes ist in 
dieser Variante geringer als die Eindringtiefe des evaneszenten 
Anregungsbeleuchtungslichtes. Die erste Llctitquelle 1 ist als gepuister 
Titansaphiriaser 47 ausgefOhrt. Die zweite Lichtquelle 31 Ist ebenfails gepulst 
und beinhaltet einen nicht gezeigten Titansaptiirtaser. der einen niclit 
gezeigten OPO (Optisch parametrischen Oszillator) speist. Die erete 
Lichtquelle 1 und die zweite Lichtquelle 31 sind derart aufeinander 
synchronisiert. dass zunachst mit einem Puis des 
AnregungslichtstrahlenbQndels 3 eine Probenanregung erfolgt und 
anschlleBend mit dem Licht des Stimulationslichtstrahlenbundels 31 in einer 
mit der Anregungsschicht Qberlappenden Probenschicht eine stimulierte 
Emission ausgel6st wird. LetzHich detektiert werden von dem Detektor 51 , der 
als CCD-Kamera 53 ausgefOhrt ist. die Fluoreszenzphotonen. die aus dem 
nIcht von dem Licht des StimulationsllchtstnahlenbQndels 31 beaufschlagten 
Anregungsbereich des AnregungslichtstrahlenbQndels 3 stammen. Das aus 
diesem Bereich stammende Detektionslicht 55 gelangt durch das 
Mikroskopobjektiv; 19 zu dem Strahlteller 15, passiert diesen. um 
anschlieBend auf die CCD-Kamera 53 zu treffen. 

Fig 2 zeigt eine Detailansicht eines erfindungsgemaBen Mikroskops zur 
AusfQhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens. Ein erstes 
BeleuchtungslichtstrahlenbCindel 3. das ein AnregungslichtstrahlenbQndel 43 
ist. ist zu einem ersten Fokus 23 fokussiert. Nach Durchlaufen des 
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Mikroskopobjektivs 19 (gestrichelt angedeutet) veriasst das 
AnregungslichtstrahlenbQndel das Objektiv als ParallelstrahlenbQndel und wird 
2ur evaneszenten Probenbeleuchtung in einen ObjekttrSger 27 eingekoppelt. 
Ein zweites: BeleuchtungsliclitstralilenbQndel 33. das ein 
StimulationslichtstrahlenbQndel 45 ist, wIrd zu einem zweiten in der 
Objektivpupillenebene 21 liegenden zwerten Fokus 39 fokussiert. Nach 
Durchlaufen des Objektivs 19 (gestrichelt angedeutet) verlSsst das 
StimulationslichtstrahlenbQndel 45 als ParallelstrahlenbQndel. Das 
AnregungslichtstrahlenbQndel 43 veriSsst das Objektiv 19 unter eInem 
greaeren Winkel zur optischen Achse des Objektivs als das 
StimulationslichtstrahlenbQndel 45; demgemass ist die Eindringtiefe des 
Lichtes des AnregungslichtstrahlenbQndels 43 in die Probe 25 gr6Ber als die 
Eindringtiefe des Lichtes des StimulationsiichtstrahlenbQndeis 45. Der zu dem 
ersten Fokus 23 des AnregungslichtstrahlenbQndels 43 zusammenlaufende 
Lichtkegel weist einen Offnungswinkel cp, auf, wShrend der zu dem zweiten 
Fokus 39 zusamrnenlaufende Lichtkegel des StimulationslichtstrahlenbQndels 
45 einen Offnungswinkel 92 aufweist, der kleiner als 9, ist; folglich ist der 
Durchmesser des das Objektiv 19 veriassenden 
AnregungslichtstrahlenbQndels grSBer als der Durchmesser des das Objektiv 
19 veriassenden StImulatlonslichtstrahlenbQndels 45. Demgemass ist die von 
dem AnregungslichtstrahlenbQndel 43 evaneszent beleuchtete axiale FlSche 
der Probe 25 grSBer als die von dem SHmulationslichtstrahlenbQndel 45 
evaneszent beleuchtete Probenfl§che. Mit dieser Anordnung ist es meglich, 
Vergleiche der Fluoreszenzeigenschaften von Probenschichten in 
unmittelbarer Nahe des ObjekttrSgers 27 und tiefer gelegener Schichten zu 
Ziehen. Der von dem AnregungslichtstrahlenbQndel 43 evaneszent 
beleuchtete erste Probenbereich 57 wird von dem Licht des 
AnregungslichtstrahlenbQndels 43 optisch angeregt (schraffiert 
eingezelchnet). Der von dem StimulationslichtstrahienbQndel 45 evaneszente 
zweite Probenbereich 59 ist kleiner als der erste Probenbereich 57 und 
Qberiappt zumindest teilweise mit diesem. In diesem zweiten Probenbereich 
59 wIrd eine stimulierte Emission ausgeldst und erst danach die spontan 
emittierten Photonen mit dem nicht gezeigten (gegateten) Detektor detektiert 
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Die detektierten Photonen stammen im wesentlichen aus dem Teil des ersten 
Probenbereichs 67, der nfcht mit dem zwerten Probenbereich 69 Qberlappt. 

Die Erfmdung wurde in Bezug auf eine besondere AusfUhrungsform 
beschrieben. Es ist jedoch selbstverstSndiich, dass Andeaingen und 
Abwandlungen durchgefQhrt werden kdnnen, ohne dabei den Schutzbereich 
der nachstehendeii AnsprQche zu verlassen. 
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Bezugszeichenltste: 

I erste Lichtqueile 

3 erstes Beleuchtungsiichtstrahlenbundel 

5 5 erste Strahlablenketnrichtung 

7 kardanisch aufgehdngter Drehspiegel 

9 erste Optik 

I I zwelte Optik 
13 dritte Optik 

10 15 Strahlteiler 

1 7 dichroitischer Strahlteiler 

1 9 Mikroskopobjektiv 

21 Objektlvpupillenebene 

23 Fokus 

15 25 Probe 

27 ObjekttrSger 

29 Immerslonsmittel 

31 zweite Lichtqueile 

33 zweites BeleuchtungslichtstrahienbQndel 

20 35 zweite Strahlablenkeinrichtung 

37 zweiter kardanisch aufgehangter Drehspiegel 

39 Fokus 

41 optische Achse 

43 Anregungslichtstrahlenbundel 

25 45 Stimulationsstrahlenbundel 
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51 Detektor ; 

63 Kamera 

55 Detektionsficht 

57 erster Probenbereich 

59 zweiter Probenbereich 
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PatentansprQche 





1- MIkroskop mit einem ersten und einem zweiten 

Beleuchtungslichtstrahl zum Beleuchten einer Probe, dadurch 
gekennzeichnet, dass der erste und/oder der zweite Beleuchtungslichtstrahl 
5 die Probe evaneszent beleuchtet. 

2. MIkroskop nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das 

MIkroskop ein Objektiv mit einer Objektlvpupille aufweist, und dass der erste 
Beleuchtungslichtstrahl und/oder der zweite Beleuchtungslichtstrahl im 
Bereich der Objektlvpupille einen Fokus aufweist. 

10 3. Mikroskop nach Anspmch 2, dadurch gekennzeichnet, dass ein 

Einstellmittel vorgesehen 1st, mit dem die rSumllche Position des Fokus 
innerhalb der Ebene der Objektlvpupille veranderbar 1st. 

4. Mikroskop nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Einstellmittel eine im Strahlengang des Beleuchtungslichtstrahlenbundels 

1 5 angeordnete einstellbare Strahlablenkeinrichtung umfasst. 

5. Mikroskop nach einem der AnsprQche 2 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Abstand des Fokus von der optischen Achse des 
Objektivs - insbesondere zur Einstellung der Eindringtiefe in die Probe bei 
evaneszenter Beleuchtung - einstellbar ist. 

20 6. Mikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 

gekennzeichnet, dass zur CARS-Untersuchung der erste 
Beleuchtungslichtstrahl ein Pumplichtstrahl . und der zweite 
Beleuchtungslichtstrahl ein Stokeslichtstrahl ist. 

7. Mikroskop nach einem der AnsprQche 1 bis 5, dadurch 

25 gekennzeichnet, dass der erste Beleuchtungslichtstrahl ein 
Anregungslichtstrahl zum optischen Anregen eines ersten Probenberelchs ist 
und der zweite Beleuchtungslichtstrahl ein Stimulationslichtstrahl zum 
AusWsen einer stimulierten Emission oder einer weiteren Anregung in einem 
welteren, zumindest teilweise mit dem ersten Probenbereich Qberlappenden 
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Probenbereich, ist. 

8. Mikroskop nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Anregungslichtstrahl und der Stimulationslichtstrahl die Probe evaneszent 
beleuchten und dass der Anregungslichtstrahl eine groGere Eindringtiefe 
aufweist, als der Stimulationslichtstrahl. 

9. Mikroskop nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet. dass der 
Abstand des Fokus des Anregungslichtstrahl von der optischen Achse des 
Objektivs grofter ist, als der Abstand des Fokus Stimulationslichtstrahls von 
der optischen Achse. 

10. Mikroskop nach einenr^ der AnsprOche 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, dass der erste Beleuchtungslichtstrahl und/oder der zweite 
Beleuchtungslichtstrahl zeitlich gepulst ist. 

11. Mikroskop nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass der 
erste Beleuchtungslichtstrahl und der zweite Beleuchtungslichtstrahl zeitlich 
gepulst sind und dass die der zeitliche Abstand der Pulse des ersten 
Beleuchtungslichtstrahls zu den Pulsen des zweiten Beleuchtungslichtstrahls 
einstellbar ist 

12. Mikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Durchmesser des ersten Beleuchtungslichtstrahls 
und/oder des zweiten Beleuchtungslichtstrahls einstellbar ist. 

13. Mikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Mikroskop zumindest eine Mehriinienlichtquelle 
und/oder zumindest eine Breitbandlichtquelle aufweist und die Wellenlange 
bzw. die Wellepl^ngen des ersten Beleuchtungslichtstrahls und/oder . des 
zweiten Beleuchtungslichtstrahls einstellbar ist. 

14. Mikroskop nach einem der AnsprOche 1 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Mikroskop ein Rastermikroskop insbesondere ein 
konfokales Rastermikroskop ist. 

15. Verfahren zur - insbesondere mikroskopischen -Untersuchung 
einer Probe mit fplgenden Schritten: 
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• Erzeugen eines ersten und eines zweiten Beleuchtungslichtstrahls 

• Beleuchten der Probe mit dem der ersten und der zweite 
Beleuchtungslichtstrahl, wobei zumindest der erste 
Beleuchtungslichtstrahl die Probe evaneszent beieuchtet, 

5 16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass die 

Beleuchtung durch das Objektiv eines Mikroskops erfolgt, wobei der erste 
Beleuclitungslichtstrahl und/oder der zweite Beleuchtungslicfitstralil im 
Bereich der Objektivpupille des Objektivs einen Fokus aufweist. 




17. Verfahren nach Anspruch 16, gekennzeichnet durch den weiteren 

10 Schritt: 



• Einstellen der rdumliche Position des Fokus des ersten und/oder des 
zweiten Beleuchtungslichtstrahls innerhalb der Ebene der 
Objektivpupille mit einem Einstellmittel. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass das 
15 Einstellmittel eine im Strahlengang des BeleuchtungslichtstrahlenbUndels 

angeordnete einstellbare Strahlablenkeinrichtung umfasst. 

19. Verfahren nach einem der AnsprQche 16 bis 18. gekennzeichnet 
durch den Schritt: 




• Einstellen der jeweiligen Eindringtiefe in die Probe bei evaneszenter 
20 Beleuchtung durch Einstellen des jeweiligen Abstandes des Fokus von 



der optischen Achse des Objektivs. 

20. Verfahren nach einem der AnsprQche 15 bis 19, dadurch 
gekennzeichnet, dass zur CARS-Untersuchung der erste 
Beleuchtungslichtstrahl ein Pumplichtstrahl und der zweite 

25 Beleuchtungslichtstrahl ein Stokeslichtstrahl ist. 

21. Verfahren nach einem der AnsprQche 15 bis 19, dadurch 
gekennzeichnet, dass der erste Beleuchtungslichtstrahl ein 
Anregungslichtstrahl zum optischen Anregen eines ersten Probenbereichs ist 
und der zweite Beleuchtungslichtstrahl ein Stimulationslichtstrahl zum 

30 Auslosen einer stimulierten Emission oder einer weiteren Anregung in einem 
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weiteren, zumindest teilweise mit dem ersten Probenbereich uberlappenden 
Probenbereich, ist. 

22. Verfahren nach Anspnjch 21 , dadurch gekennzeichnet. dass der 
Anregungsllchtstrahl und der Stimulationslichtstrahl die Probe evaneszent 
beleuchten und dass der Anregungsllchtstrahl eine grofiere Eindringtiefe 
aufweist, als der Stimulationslichtstrahl. 

23. Verfahren nach Anspruch 21. dadurch gekennzeichnet, dass der 
Abstand des Fokus des Anregungsllchtstrahl von der optischen Achse des 
Objektivs grdSer Ist, als der Abstand des Fokus Stimulationslichtstrahls von 
der optischen Achse. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 23, dadurch 
gekennzeichnet, dass der erste Beleuchtungslichtstrahl und/oder der zweite 
Beleuchtungslichtstrahl zeltlich gepulst ist. 

25. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet, dass der 
erste Beleuchtungslichtstrahl und der zweite Beleuchtungslichtstrahl zeitlich 
gepulst sind und dass die der zeitliche Abstand der Pulse des ersten 
Beleuchtungslichtstrahls zu den Putsen des zweiten Beleuchtungslichtstrahls 
eingestellt wird. 

26. Verfahren nach einem der AnsprQche 15 bis 25, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Durchmesser des ersten Beleuchtungslichtstrahls 
und/oder des zweiten Beleuchtungslichtstrahls einstelit wird. 

27. Verfahren nach einem der AnsprQche 15 bis 26, gekennzeichnet 
durch den weiteren Schritt: 

• Einstellen der Wellenldnge bzw. der Wellenldngen des ersten 
Beleuchtungslichtstrahls und/oder des zweiten 

Beleuchtungslichtstrahls. 

28. Verfahren nach einem der AnsprQche 15 bis 27, gekennzeichnet 
durch die Verwendung eines Mikroskops, insbesondere eines 
Rastermikroskops oder eines konfokalen Rastermikroskops. 
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Zusammenfassunq 




Ein Mikroskop mit einem ersten und einem zweiten Beleuchtungslichtstrahl 



5 zum Beleuchten einer Probe ist dadurch gekennzeichnet, dass der erste 
und/oder der zweite Beleuchtungslichtstrahl die Probe evaneszent beleuchtet. 
Zur CARS-Untersuchung kann der erste Beleuchtungslichtstrahl ein 
Pumplichtstrahl und der zweite Beleuchtungslichtstrahl ein Stokeslichtstrahl 
sein, Zur Erzielung einer Aufl5sungssteigerung kann der erste 

10 Beleuchtungslichtstrahl ein Anregungs und der zweite Beleuchtungslichtstrahl 
ein Stimulationsllchtstrahl sein. 




Fig. 1 
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folgenden Bestimmungsstaaten AE, AG, AU AM, AT, AU, 
AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, 
CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, Fl, GB, GD, 
GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, 
KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, 
MW, MX, MZ, NA, NI, NO, NZ, OM, PG, PH, PL, PT, RO, 
RU, SC, SD. SE, SG, SK, SL, SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, 



UA, UG, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW, ARIPO Patent (BW, 
GH, GM. KE, LS, MW. MZ, NA. SD, SL. SZ. TZ, UG, ZM, 
ZW), eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, 
TJ, TM), eumpdisches Patent (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, 
DE, DK, EE, ES. Fl, FR. GB, GR. HU. IE, IT, LU, MC. NL. 
PL, PT. RO. SE. SI, SK. TR), OAPI Patent (BE BJ, CF CG, 
CI. CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG) 

— hinsichtlich der Berechtigung des Anmelders. ein Patent zu 
beantragen und zu erhalten (Regel 4.17 Ziffer ii) fur die 
folgenden Bestimmungsstaaten AE, AG, AL, AM, AT, AU. 
AZ. BA, BB, BG. BR, BW, BY, BZ, CA, CH. CN, CO, CR. 
CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, Fl, GB, GD, 
GE, GH, GM, HR, HU. ID, IL, IN. IS, JP, KE, KG, KP, KR, 
KZ. LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD. MG. MK, MN. 
MW, MX. MZ, NA, NL NO. NZ, OM, PG, PH, PL PT, RO. 
RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SY, TJ, TM, TN. TR, TT, TZ, 
UA, UG, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW, ARIPO Patent (BW, 
GH, GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL. SZ, TZ, UG, ZM. 
ZW), eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, 
TJ. TM). europaisches Patent (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, 
DE, DK, EE, ES, Fl, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, 
PL. PT, RO, SE. SI, SK. TR), OAPI Patent (BF. BJ, CF, CG, 
CI, CM, GA, GN, GQ, GW. ML, MR, NE, SN, TD, TG) 

— hinsichtlich der Berechtigung des Anmelders, die Priori- 
tdt einer fruheren Anmeldung zu beanspruchen (Regel 4.17 
Ziffer Hi) fur alle Bestimmungsstaaten 

— hinsichtlich der Berechtigung des Anmelders, die Priori- 
tdt einer fruheren Anmeldung zu beanspruchen ( Regel 4.17 
Ziffer Hi) fur alle Bestimmungsstaaten 

— hinsichtlich der Berechtigung des Anmelders, die Priori- 
tdt einer fruheren Anmeldung zu beanspruchen (Regel 4.17 
Ziffer Hi) fUr alle Bestimmungsstaaten 

— hinsichtlich der Berechtigung des Anmelders. die Priori- 
tdt einer friiheren Anmeldung zu beanspruchen ( Regel 4.17 
Ziffer Hi) fUr alle Bestimmungsstaaten 

— hinsichtlich der Berechtigung des Anmelders, die Priori- 
tat einer fruheren Anmeldung zu beanspruchen (Regel 4.17 
Ziffer Hi) fur alle Bestimmungsstaaten 

— hinsichtlich der Berechtigung des Anmelders, die Priori- 
tdt einer friiheren Anmeldung zu beanspruchen ( Regel 4.17 
Ziffer Hi) fUr alle Bestimmungsstaaten 

— Erfindererkldrung (Regel 4.17 Ziffer iv) nur fur US 

— Erfindervrklcirung (Regel 4.17 Ziffer iv) nurfUr US 

Veroffentlicht: 

— mit intemationalem Recherchenbericht 

— vor Ablauf der fur Anderungen der Anspruche geltenden 
Frist; Verdffentlichung wird wiederholt, falls Anderungen 
eintreffen 

Zur ErklUrung der Zweibuchstaben- Codes und der anderen Ab- 
kUrzungen wird auf die Erkldnmgen ("Guidance Notes on Co- 
des and Abbreviations") am Anfang jeder reguldren Ausgabe der 
PCT -Gazette verwiesen. 



(ST) Zusanmienfassung: Ein Mikroskop mit einem ersten und einem zweiten Beleuchtungslichtstrahl (3, 38) zum Beleuchten einer 
Probe (25) ist daduich gekennzeichnet, dass der erste und/oder der zweite Beleuchtungslichtstrahl (3, 33) die Probe (25) evaneszent 
beleuchtet. Zur CARS-Untersuchung kann der erste Beleuchtungslichtstrahl ein Pumplichtstrahl (43) und der zweite Beleuchtungs- 
lichtstrahl ein Stokeslichtstrahl (45) sein. Zur Erzielung einer AuflGsungssteigerung kann der erste Beleuchtungslichtstrahl ein An- 
regungs und der zweite Beleuchtungslichtstrahl ein Stimulationslichtstrahl sein. 
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Mikroskop mit evaneszenter Beteuchtuna 



Die Erfindung betrifft ein Mikroskop mit einem ersten und einem zweiten 
Beleuchtungsltchtstrahl zum Beleuchten einer Probe. 

5 Die Erfindung betrifft auBerdem ein Verfatiren zur - insbesondere 
mikroskopisclien -Untersuchung einer Probe, 

Aus US 2002/0097489 A1 ist ein Mikroskop mit evaneszenter Beleuchtung 
einer Probe bekannt. Das Mikroskop beinhaltet eine WeiBlichtquelle, deren 
Licht uber eine Schlitzbtende durch das Mikroskopobjektiv hindurch in den 

10 eine Probe tragenden Objekttrager zur evaneszenten Beleuchtung 
eingekoppelt wird. Das Beleuchtungsticht pflanzt sich in dem Objekttrager 
durch totalinterne Reflektion fort, wobei die Beleuchtung der Probe nur im 
Bereich des aus dem Objekttrager herausragenden evaneszenten Feldes 
erfolgt. Mikroskope dieser Art sind unter dem Begriff TIRFM (Total Internal 

1 5 Reflection Fluorescent Microscope) bekannt. 

Die z-Auflosung von TIRF-Mlkroskopen ist aufgrund des nur ca. 100 nm in die 
Probe ragenden evaneszenten Feldes auBerordentlich gut. 

Aus DE 101 08 796 A1 ist ein hochaperturiges Objektiv. insbesondere fur 
TIRF-Anwendungen bekannt. Das Objektiv besteht aus einer ersten Unse mit 
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einer positiven Brechkraft, einer zweiten Linse mit negativer Brechkraft, wobei 
das Brennweitenverhallnis zwischen den beiden Linsen im Bereich von - 0,4 
und - 0,1 liegt und die Gesamtbrechkraft groBer Null ist. Ferner beinhaltet das 
Objektiv zwei positive Linsen, deren Verhaltnisdurchmesser zur Brennweite 
5 groBer 0,3 und kleiner 0,6 ist. Ferner beinhaltet das Objektiv eine Negativlinse 
und einer Sammellinse, wobei die Negativlinse der Frontgruppe zugewandt ist 
und das Brennweitenverhaltnis der Negativlinse und der Sammellinse 
zwischen - 0,5 und - 2 liegt. 

Aus DE 102 17 098 A1 Ist eine Auflichtbeleuchtungsanordnung fur die TIRF- 
10 Mikroskopie bekannt. Die Auflichtbeleuchtungsanordnung beinhaltet eine 
Beleuchtungsquelle, die im Betrieb ein polarisiertes 
Beleuchtungsstrahlenbundei abgibt, das unter einem Winkel zur optischen 
Achse propagiert und eine Umlenkeinrichtung, die das 
Beleuchtungsstrahlenbundei umlenkt und parallel zur optischen Achse in das 
15 Objektiv einkoppelt. Es ist bei dieser Auflichtbeleuchtungsanordnung 
vorgesehen, dass das von der Beleuchtungsquelle abgeget)ene 
BeleuchtungsstrahlenbOndel s- und p-Polarisationsrichtungen mit einer 
Phasendifferenz aufweist und die Umlenkeinrichtung das 
Beleuchtungsstrahlenbundei x-mal reflektiert, wobei x = (n x 180 **-d)/60 **. 

20 Aus DE 101 43 481 A1 ist ein Mikroskop zur TIRM (Total Internal Reflection 
Microscopy) bekannt. Das Mikroskop weist ein MikroskopgehSuse und ein 
Objektiv auf. Das von einer Beleuchtungseinrichtung ausgehende 
Beleuchtungslicht kann uber einen in das Mikroskopgehause einschiebbaren 
Adapter eingekoppelt werden. 

25 Aus US 2004/0001253 A1 ist ein Mikroskop mit einem optischen 
Beleuchtungssystem, das ein einfaches Umschalten zwischen evaneszenter 
Beleuchtung und Reflektionsbeleuchtung ermoglicht. Das 
Beleuchtungssystem beinhaltet eine Laserlichtquelle. deren Licht in eine 
optische Faser eingekoppelt wird. Ferner ist eine Auskoppeloptik vorgesehen, 

30 die das aus der Faser austretende Licht in einen hinteren Brennpunkt des 
Mikroskopobjektivs fokussiert. Die optische Faser ist in einer Ebene senkrecht 
zur optischen Achse des Mikroskopobjektivs verschiebbar. 
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Aus DE 102 29 935 Al ist eine Einrichtung zur Einkopplung von Licht in einem 
Mikroskop bekannt. Dabei wird in der Leuchtfeldblendenebene durch eine als 
Schieber ausgefuhrte Lichtleilfaser-Einkopplung Laserlicht auf das Praparat 
5 gerichtet. Die Erfindung ist insbesondere fur das TIRF-Verfahren geeignet. 

In der Rastennikroskopie wird eine Probe mit einem Lichtstrahl beleuchtet, urn 
das von der Probe emittierle Detektionslicht, als Reflexions- Oder 
Fluoreszenzlicht, zu beobachten. Der Fokus eines 
Beleuchtungslichtstrahlenbuhdels wird mit Hilfe einer steuerbaren 

10 Strahlablenkeinrichtung, im Allgemeinen durch Verkippen zweier Spiegel, in 
einer Probenebene bewegt, wobei die Ablenkachsen meist senkrecht 
aufelnander stehen, so dass ein Spiegel in x-, der andere in y-Richtung 
ablenkt. Die Verkippung der Spiegel wird beispielsweise mit Hilfe von 
Galvanometer-Stellelementen bewerkstelligt. Die Leistung des vom Objekl 

15 kommenden Detektionslichtes wird in Abhangigkeit von der Position des 
Abtaststrahles gemessen. Oblicherweise werden die Stellelemente mit 
Sensoren zur Ermittlung der aktuellen Spiegelsteliung ausgerOstet. Spezlell in 
der konfokalen Rastermikroskopie wird ein Objekt mit dem Fokus eines 
LIchtstrahls in drei Dimensionen abgetastet. 

20 Ein konfokales Rastermikroskop umfasst im Allgemeinen eine Uchtquelle, 
eine Fokussieroptik, mit der das Licht der Quelle auf eine Lochblende - die 
sog. Anregungsblende - fokussiert wird, einen Strahlteiler, eine 
Strahlablenkeinrichtung zur Strahlsteuerung. eine Mikroskopoptik, eine 
Detektionsblende und die Detektoren zum Nachwels des Detektions- bzw. 

25 Fluoreszenzlichtes. Das Beleuchtungslicht wird Qber einen Strahlteiler 
eingekoppelt. Das vom Objekt kommende Fiuoreszenz- Oder Reflexionslicht 
gelangt Qber die Strahlablenkeinrichtung zuruck zum Strahlteiler, passiert 
diesen, um anschlieBend auf die Detektionsblende fokussiert zu werden, 
hinter der sich die Detektoren befinden. Diese Detektionsanordnung wird 

30 Descan-Anordnung genannt. Detektionslicht, das nicht direkt aus der 
Fokusregion stammt, nimmt einen anderen Lichtweg und passiert die 
Detektionsblende nicht, so dass man eine Punktinformation erhalt. die durch 
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sequentielles Abtasten des Objekts mit dem Fokus des 
BeleuchtungslictitstrahlenbQndels zu einem dreidimensionalen Bild fuhrt. 
Meist wird ein dreidimensionales Bild durch schichtweise Bilddatennahme 
erzielt. 

5 Anordnungen, die das Auflosungsvermogen eines konfokalen 
Rastermikroskops ist unter anderem durch die Intensitatsverteilung und die 
raumliche Ausdehnung des Fokus des Anregungslichtstrahls gegeben. Eine 
Anordnung zur Stelgerung des Auflosungsvermogens fur 
Fluoreszenzanwendungen ist aus der PCT/DE/95/00124 bekannt. Hierbei 

10 werden die lateralen Randbereiche des Fokusvolumens des 
Anregurigslichtstrahls mil einem Uchtstrahl einer anderen Wellenlange, dem 
sog. Stimuiationslichtstrahi, der von einem zweiten Laser emitliert wird, 
beleuchtet, urn dort die vom Liclit des ersten Lasers angeregten 
Probenbereiche stimuliert in den Gmndzustand zuruck zu bringen. Delektiert 

15 wird dann nur das spontan emittierte Licht aus den nicht vom zweiten Laser 
beleuchteten Bereiclien, so daB insgesamt eine Aufl5sungsverbessenjng 
en'eicht wird. Fur dieses Verfahren hat sich die Bezeichnung STED 
(Stimulated Emission Qepletion) eingebOrgert. 

Beispielsweise aus US 2002/0167724 A1 und aus US 6,667.830 B1 ist eine 
20 Variante der STED-Technik bekannt. bei der die vom Licht des ersten Lasers 
angeregten Probenbereiche mit dem Licht des zweiten Lasers zunachst weiter 
- namlich in einen dritten Zustand - angeregt werden. Bei dieser Variante. fur 
die sich auch der Begriff „up-conversion" eingebOrgert hat, wird aquivalent zu 
der Variante der direkten stimulierten Abregung in den Grundzustand eine 
25 Auflosungssteigerung erzielt 

Coherent anti-Stokes Raman scattering (CARS)-Mikroskopie ist eine Technik. 
die zunehmend an Bedeutung gewinnt. Ein groBer Vorteil ist, dass die Proben 
nicht mit Farbstoffen markiert werden mussen. AuBerdem konnen lebende 
Zellen untersucht werden. 

30 Im Vergleich zur herkommlichen Raman-Mikroskopie und der bekannten 
konfokalen Raman-Mikroskopie kann man bei der CARS-Mikroskopie eine 
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hohere Ausbeute an Detektionslicht erzielen. storende Nebeneffekte besser 
unterdrucken und das Detektionslicht leichter vom Beleuchtungslicht trennen. 
Fur die konventionelle konfokale Raman-Spektroskopie wird ein 
Detektionspinhole benotigt, urn eine gute axiale Auflosung zu erreichen. sowie 
5 ein hochaufldsendes Spektrometer. CARS dagegen ist ein nichtlinearer 
optischer Prozess (Vienvellen-Mischprozess). Ahnlich, wie bei der 
Multiphotonen-IVIikroskopie, bei der zwei oder mehr Photonen gleichzeitig 
absorfoiert werden, wird, da die Wahrscheinlichkeit des Phasenrichtigen 
gleichzeitigen Zusammentreffens mehrer Photonen im Fokus auf Grund der 

10 hoheren Photonendichte am groBten ist, kein Detektionspinhole benotigt. 
Ohne Detektionspinhole wird die gleiche axiale Auflosung erzielt wie bei der 
Multiphotonen-Mikroskopie. Fur die CARS-Spektroskopie werden 
ubiichenweise 2 Laser, die Licht unterschiedlicher Wellenlangen emittieren (vp 
und vs, Pump- und Stokeslaser), benutzt, wobei vs durchstimmbar sein sollte, 

15 urn ein CARS-Spektrum vcars zu erzeugen (vcars =2vp - vs, Icars ~ (Ip)^ ls)- 
Stimmt die Differenzfrequenz vp - vs mit der Differenzfrequenz zwischen zwei 
molekularen Vibrallonszustanden |l} und |0) in der Probe uberein. so ist das 

CARS-Signal sogar noch verstarkt. Der Pumplichtstrahl und der 
Stokeslichtstrahls werden bei mikroskopischen Anwendungen koaxiat 
20 vereinigt und gemeinsam auf dasselbe Probenvolumen fokussiert. Die 
Richtung, in der die Anti^tokes-Strahlung emittiert wird, ergibt sich aus der 
Phasenanpassungsbedingung fOr den Vier-Wellen-Mlschprozess. 

Aus der US-Patentschrift 4,405,237 ^Coherent anti-Stokes Raman device" ist 
eine Vorrichtung bekannt, bei der zwei gepulste Laserstrahlen, die von zwei 
25 Lasern erzeugt werden und die unterschiedliche Wellenlangen im sichtbaren 
Berelch oder im UV-Bereich des Spektrums aufweisen, genutzt werden, um 
eine Probe simullan zu beleuchten. Bei geeigneter Wahl der Wellenlangen 
kann die Probe derart angeregt werden, dass sie die charakteristische 
Coherent anti-Stokes Raman-Strahlung emittiert. 

30 Aus James W.M. Chon, Min Gu, „Scanning total internal reflection 
fluorescence microscopy under one-photon and two-photon excitation: Image 
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formation", Appl. Opt. 43, 1063-1071, 2004 und aus 
Florian Schapper, Jos6 T. Gongalves, Martin Oheim, "Fluorescence imaging 
with two-photon evanescent wave excitation", Eur. Biophys. J. 32, 635-643, 
2003 ist Isekannt eine evaneszent beleuchtete Probe uber einen 
5 Zweiphotonenprozess anzuregen. 

Die bislang bekannten Techniken zur evaneszenten Probenbeleuchtung 
eriauben lediglich die Probenschichten zu untersuchen, die direkt an das 
Deckglas bzw. direkt an den Objekttrager angrenzen. 

Es ist die Aufgabe der vorliegenden Erflndung ein Mikroskop anzugeben, das 
10 eine weitgehend flexible Probenuntersuchung, insbeondere auch der 
Berelche, die nicht unmlttelbar an das Deckglas oder an den Objekttrager 
angrenzen, zu ermoglichen. 

Diese Aufgabe wird durch ein Mikroskop geldst, das dadurch gekennzeichnet 
ist, dass der erste und/oder der zweite Beleuchtungsllchtstrahl die Probe 
1 5 evaneszent beleuchtet. 

Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ein Verfahren zur - 
insbesondere rastemriikroskopischen - Untersuchung einer Probe anzugeben, 
die weitgehend flexibel ist und sich nicht auf die Probenschichten beschrankt, 
die unmlttelbar an das Deckglas bzw. an den Objekttrager angrenzen. 

20 Die weitere Aufgabe wird durch ein Verfahren zur - insbesondere 
mikroskopischen -Untersuchung einer Probe mit folgenden Schritten geldst: 

• Erzeugen eines ersten und eines zweiten Beleuchtungslichtstrahls 

• Beleuchten der Probe mit dem der ersten und der zweite 
Beleuchtungsllchtstrahl, wobei zumindest der erste 

25 Beleuchtungsllchtstrahl die Probe evaneszent beleuchtet. 

In einer besonders bevorzugten Ausgestaltungsvariante weist das Mikroskop 
ein Objektiv mit einer Objektivpupille auf, wobei der erste und/oder der zweite 
Beleuchtungslichtstrahlenbundel im Bereich der Objektivpupille einen Fokus 
30 aufweist. Vorzugsweise ist ein Einstellmittel vorgesehen, mit dem die 
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raumliche Position des Fokus innerhalb der Ebene der Objektivpupille 
veranderbar isl. Das Einslellmiltel kann beispielsweise eine 
Strahlablenkeinrichtung mit mehreren Dreh- oder Kippspiegein Oder mit einem 
kardanisch aufgehangten Spiegel umfassen. Das Einstellmittel Kann auch als 
5 akustooptisches Element ausgebildet sein Oder Mikrospiegel beinhalten. Zum 
Einstellen der raumlichen Position des Fokus des ersten und/oder des zweiten 
Beleuchtungslichtstrahlenbundels kann auch eine verschiebbare Uchtleitfaser 
dienen. 

Der Winkel bezQglich der optischen Achse des Objektivs, unter dem der zur 
10 evaneszenlen Beleuchtung der Probe vorgesehene 
BeleuchtungsHchtstrahlenbOndel das Objektiv verlasst. hangt von der 
raumliclien Position des Fokus in der Objektivpupille ab. Der Winkel ist umso 
grSUer. je groBer der Abstand des jeweiligen Fokus von der optischen Achse 
ist. Daher ist erfindungsgemaB insbesondere der Abstand des Fokus von der 
15 optischen Achse des Objektivs zur Einstellung des Winkels und damit zur 
Einstellung der Eindringtiefe des evaneszenten Feldes in die Probe 
einstellbar. 

In einer bevorzugten Ausgestaltungsform des erfindungsgemaOen 
Rastermikroskops ist um eine CARS-Unlersuchung einer Probe zu realisieren. 
20 Der erste Beleuchtungslichtstrahlenbundel, ein Pumplichtstrahl und der zweite 
BeteuchtungslichtstrahlenbOndel, ein Stokeslichtstrahls. 

In einer anderen, ganz besonders bevorzugten Ausgestaltungsform des 
erfindungsgemaSen Rastermikroskops ist insbesondere zur Erzielung einer 
hohen Ortsaufldsung das erste Beleuchtungslichtstrahienbundel ein 

25 AnregungslichtstrahlenbOndel zur optischen Anregung eines ersten 
Probenberelchs und der zweite Beleuchtungslichtstrahlenbundel ein 
Stimulationslichtstrahlenbundel zum Auslosen einer stimulierten Emission 
Oder zum Auslosen einer weiteren Anregung, wobei die stimulierte Emission 
und/oder die weitere Anregung in einem weiteren zumindest teilweise mit dem 

30 ersten Probenbereich uberlappenden Probenbereich stattfindet. 

Besonders bevorzugt ist eine Variante, bei der das 
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Anregungsiichtstrahlenbundel und das Stimulationslichtstrahlenbundel beide 
die Probe evaneszent beleuchten, wobei das Anregungsiichtstrahlenbundel 
eine groBere Eindringtiefe aufweist als das Stimulationsllchtstrahlenbundel. 
Urn dies zu realisieren, wird der Abstand des Fokus des 
5 AnregungsllchtstrahlenbOndels in der Objektivpupille von der optischen Achse 
des Objektivs groBer gewdhlt, als der Abstand des Fokus des 
Stimulationslichtstrahlenbundels in der Objektivpupille von der optischen 
Achse. Ourch den relativ tiefer eindringenden Anregungsiichtstrahlenbundel 
wird die Probe in einer an das Deckglas bzw. an den Objekttrager 

10 angrenzenden relativ breiten Schicht optisch angeregt und durch den 
Stimulationslichtstrahl in einer relativ schmaleren, an den Objekttrager bzw. an 
das Deckglas angrenzenden nnit der ersten Schicht uberlappenden- Schicht 
stimuliert, optisch abgeregt, so dass letztiich weitgehend ausschlieBlich 
Fluoreszenzphotonen aus dem Teil der mit dem AnregungslichtstrahlenbQndel 

15 beleuchteten Schicht detektiert werden, die nicht von dem 
Stimulationslichtstrahlenbundel beleuchteten Schrcht raumlich uberlagert ist. 

In einer anderen erfindungsgemaBen Variante wird die Probe von dem 
Anregungsiichtstrahlenbundel evaneszent beleuchtet und von dem direkt 
beleuchteten Stimulationslichtstrahlenbundel optisch stimuliert abgeregt. Das 

20 Stimulalionslichtstrahlenbundel ist h\erbe\ vorzugsweise derart manipuliert, 
dass der Fokus des Stimulationslichtstrahlenbundels innen hohl ausgebildet 
ist. Ein Hohlfokus ist beispielsweise mit Hilfe von Phasenfiltern, die in einer zur 
Fokalebene des Objektivs konjugierten Ebene (Fourierebene) angeordnet 
sind. Als Phasenfilter kann beispielsweise eine Ay2-Platte fungieren, die von 

25 dem Stimulationslichtstrahl uberleuchtet wird, so dass nur der Innere 
Teilbereich des Stimulationslichtstrahlenbflndels durch die Ay2-Platte verlduft, 
w§hrend der SuBere Ring an der A/2-Platte vorbei veriauft. Letztiich werden 
die Fluoreszenzphotonen detektiert, die aus dem vom 
Anregungsiichtstrahlenbundel evaneszent beleuchteten Teilbereich der Probe 

30 stammen, der im inneren des Hohlfokus des Stimulationsllchtstrahlenbundels 
liegt. Auf diese Weise kann eine Abrasterung der Probe mit einer sehr hohen 
Ortsauflosung erfolgen. In z-Richtung ist die Ortsauflosung durch die 
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Eindringtiefe. des evaneszent beleuchteten Anregungslichtstrahls gegeben 
(z.B. 100 nm), wahrend in den axialen Richtungen das Auflosungsvermogen 
durch die Abmessungen des Hohlfokus bestimmt sind. Zum Abrastern der 
Probe wird tiler Fokus des StimulationslichtstrahlenbOndels vdrzugsweise mit 
5 einer Strahlablenkeinrichtung, vorzugsweise maanderfdrmig Ober bzw. durch 
die Probe gefOhrt. 

In einer besonderen Ausgestaltungsvariante erfolgt durch das 
Stimulationslichtstrahlenbundel eine wertere Anregung der bereits angeregten 
Probenbereiche in einem dritten Anregungszustand. Auch diese Variante ist 
10 geeignet, urn eine hohe Ortsauflosung zu erzielen. 

Vorzugsweise ist das erste BeleuchtungslichtstrahlenbQndel und/oder das 
zweite Beleuchtungslichtstrahlenbundel zeitlich gepuist. Hierzu kann 
beispielsweise zumindest eine gepulste Lichtquelle, wie ein 
modemverkuppelter Pulslaser (z.B. Titansaphirtaser) vorgesehen sein. Auch 
15 die Verwendung von gepulsten Halbleiterlasern Oder von regenerativen 
Verstarkern ist beispielsweise moglich. 

Von besonderem Vorteil ist eine Ausgestaltungsform. bei der das erste 
BeleuchtungslichtstrahlenbOndel und das zweite 

Beleuchtungslichtstrahlenbundel zeitlich gepuist sind, wobei der zeitliche 

20 Abstand der Pulse des ersten Beleuchtungslichtstrahlenbundels zu den 
Pulsen des zweiten Beleuchtungslichtstrahlenbundels einstellbar ist. In dieser 
Variante konnen beispielsweise zwei Lichtqueilen aufeinander synchronisiert 
sein, wobei der zeitliche Abstand der Pulse durch einstellbare 
Verz5genjngsstrecken einstellbar ist. In einer anderen Variante kann auch das 

25 Licht des ersten Beleuchtungslichtstrahlenbundels und das Licht des zweiten 
Beleuchtungslichlstrahlenbundels von einer einzigen Lichtquelle entstammen, 
die einen aufzuteilenden Primarlichtstrahl emittiert, wobei vorgesehen sein 
kann. dass in den aufgeteilten Lichtzweigen eine Wellenlangenveranderung 
(OPO; mikrostrukturierte Faser; Frequenzvervielfachung) Oder eine 

30 Leistungsveranderung (z.B. Verstarker Oder Abschwacher) erfolgt. 

Das erfindungsgemaBe Mikroskop weist vorzugsweise zumindest eine 
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Mehrllnienlichtquelle und/oder zumindest eine Breitbandltchtquelle auf. 
Vorzugsweise sind die Wellenlangen bzw. ist die Wellenlange des ersten 
Beleuchtungslichtstrahlenbundels und/oder des zweiten 
Beleuchtungslichtstrahlenbundels einstellbar. Es ist erfindungsgemaB 
5 moglich, dasis der erste Beteuchtungslichtstrahlenbundel und auch der zweite 
Beleuchlungslichtstrahlenbundel Licht einer oder mehrerer WellenlSngen 
beinhalten kann, wobel sich die WellenlSngen des ersten 
Beleuchtungslichtstrahlenbundels und des zweiten 

BeleuchtungstichtstrahlenbOndels voneinander unterscheiden kdnnen. 

10 In einer besonders bevorzugten Variante ist der Durchmesser des ersten 
Beieuchtungslichtstrahlenbundeis und/oder des zweiten 
BeleuchtungsIichtstrahlenbOndels einstellbar. Insbesondere ist es von Vorteil, 
wenn der Offnungswinkel des zu einem in der Objektivpupille liegenden Fokus 
zusammeniaufenden Beleuchtungslichtstrahlenbundels einstellbar ist. Durch 

15 Anderung des Offnungswinkels bei der Fokussiemng in die Objektivpupille 
andert stoh die GrdBe der RSche, die evaneszent beleuchtet wird, Wahll man 
die Fiache der durch den Stimulationslichtstralil evaneszent beleucliteten 
Fiache so. dass sie kleiner ist als die von dem evaneszent anregenden 
Beleuchtungslichtstrahlenbundel beleuchtete Fiache, so kann man einen 

20 direkten Vergleich der Fluoreszenzeigenschaften von Probenschichten in 
unmittelbarer Nahe der Objekttrageroberflache zu den 
Fluoreszenzeigenschaften von Probenschichten in tiefergelegenen Schichten 
erhalten. 

Bei einer vorteilhaften Variante wird die Probe mit einer evaneszenten 
25 Anregungs-Beleuchtung mit einer relativ hohen Eindringtiefe beleuchtet 
werden. Mit einer evaneszenten STED-Beleuchtung 
(StimulationslichtstrahlenbOndel), die eine geringe Eindringtiefe aufwelst 
(grdBerer Eintrittswinkel in den Objekttrager), wird eine Ruoreszenz direkt am 
Objekttrager stimuliert abgeregt. Die Aufnahme des Fluoreszenzbildes erfolgt 
30 zeitiich spSter {time-gated CCD), so dass nur Ruoreszenzphotonen aus tiefer 
liegenden Probenschichten detektiert werden. Die Einstellung der jeweiligen 
Tiefen sind sogar einstellbar, indem die radiaien Positionen der beiden 
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Beleuchtungslichtfokusse in der Objektivpupille variiert werden. Die 
Beleuchtungslichtintensitat in der Probe nimmt be! TIRF exponenliell mit der 
Eindringtiefe : ab. Umso effektiver ist der STED-Effekt direkt an der 
Objekttrageroberflache. so dass z.B. Probenschichten ab lOOnm Tiefe 
5 vermessen werden kdnnen. 

Vorzugsweise sind vor dem Detektor (beispielsweise Muitibanddetektor), der 
beispielsweise als Kamera ausgestaltet sein kann, Bandpassfilter und/oder 
Kantenfilter angeordnet auf die jeweilige Emissionsbrandweite des 
• Fluoreszenzsignals durch abgestimmt sind. Zur Farbselektion kann ein. 

10 dispersives Element vorgesehen sein, dass eine spektrale Aufspaltung 
erzeugt, aus der die zu detektierenden Wellenlangenanteiie ausgeblendet 
werden. Der Detektor kann auch als Farbdetektor, beispielsweise als 
Farbkamera ausgestaltet sein. Genauso ist es moglich, dass ein dispersives 
Element das Detektlonslicht auf mehrere Detektoren aufteilt, urn eIne 

1 5 Spektraldetektion zu erreichen. 

In einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst das 
Mikroskop ein Rastemaikroskop; insbesondere ein konfokales 
Rastermikroskop. 

In der Zeichnung ist der Erfindungsgegensland schematisch dargestellt und 
20 wird anhand der Figuren nachfolgend beschrieben, wobei gleich wirkende 
Elemente mit denselben Bezugszeichen versehen sind. Dabet zeigen: 

Fig. 1 Ein erfindungsgemSBes Mikroskop und 

Fig. 2 EIne Detailansicht eines erfindungsgemSBen Mikroskops zur 

Eriauterung eines erfindungsgemaBen Verfahrens. 

25 

Fig. 1 zeigt ein erfindungsgemaBes l\^ikroskop mit einer ersten Lichtquelle 1, 
die ein erstes Beleuchtungsllchtstrahlenbundel 3 erzeugt. Das erste 
Beleuchtungslichtstrahlenbundel gelangt zu einer ersten 
Strahlablenkeinrichtung 5, die einen kardanisch aufgehangten Drehspiegel 7 
30 beinhaltet und wird von dieser Strahlablenkeinrichtung zu einer ersten Optik 9, 
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einer zweiteh Optik 11 und einer dritten Oplik 13 gefuhrt und von elnem 
Strahlteiler 15, der als dichroitischer Strahlteiler 17 ausgefuhrt isl, zu dem 
Mikroskopobjektiv 19 gelenkt. Das Mikroskopobjektiv 19 weist eine hintere 
Brennebene- (Objektivpupillenebene 21) auf. Das erste 

5 BeleuchtungslichtstrahlenbOndel 3 weist in der Objektivpupillenebene 21 
einen als Punkt dargestellten Fokus 23 auf. Das 
BeleuchtungslichtstrahlenbOndel 3 wird zur evaneszenten Beleuchtung der 
Probe 25 in einen Objekttrager 27 eingekoppelt. Zwischen dem Objekttrager 
und dem Objektiv 19 befindet sich ein Immersionsmlttel 29. Das Mikroskop 

10 weist eine zweite Lichtquelle 31, die ein zweltes 
BeleuchtungslichtslrahlenbOndel 33 emittiert auf. Das zweite 
Beleuchtungslichtstrahlenbundel 33 gelangt uber eine zweite 
Strahlablenkeinrichtung 35, die einen zweiten kardanisch aufgehangten 
Drehspiegel 37 beinhaltet, zur ersten Optik 9, zur zweiten Optik 11 und zur 

15 dritten Optik 13 und wird von dem Strahlteiler 15 zum Mikroskopobjektiv 19 
gelenkt. Das zweite Beleuchtungslichtstrahlenbundel 33 weist in der 
Objektivpupillenebene einen Fokus 39 auf. Das zweite 
BeleuchtungsllchlslrahlenbOndel 33 wird ebenfalls zur evaneszenten 
Probenbeleuchtung in den Objekttrager 27 eingekoppelt. Das erste 

20 Beleuchtungslichtstrahlenbundel verlasst das Mikroskopobjektiv 19 unter 
einem Winkel a zur optischen Achse 41 des Objektivs 19, wahrend das zweite 
BeleuchtungslichtstrahlenbQndel 33 das Objektiv 19 unter einem Winkel P 
verlasst. Der Winkel a ist durch Verandern des Abstandes des ersten Fokus 
23, des ersten Beleuchtungslichtstrahlenbundels 3 zur optischen Achse 41 

25 des Objektivs 19 einstellbar. Analog ist der Winkel p durch Verandern des 
Abstandes des zweiten Fokus 39 von der optischen Achse 41 einstellbar. Die 
Einstellung der Position des ersten Fokus 23 und des zweiten Fokus 39 erfolgt 
mit Hilfe der ersten Strahlablenkeinrichtung 5 bzw. mit Hilfe der zweiten 
Strahlablenkeinrichtung 35. die vorzugsweise jeweils in einer zur 

30 Objektivpupillenebene 21 korrespondierenden Ebene angeordnet sind. Da die 
Eindringtiefe der evaneszenten Beleuchtung direkt vom Winkel a bzw. vom 
Winkel p abhangt, kann mit Hilfe der ersten Strahlablenkeinrichtung 5 bzw. mit 
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Hilfe der zweiten Strahlablenkeinrichtung 35 die jeweilige Eindringtiefe des 
ersten Beleuchtungslichtstrahlenbundels 3 und des zweiten 
Beleuchtungslichtstrahlenbundeis 33 eingesteitt werden. 

In dieser Ausgestaltungsvariante ist das erste 
5 Beleuchtungslichtstrahlenbundel 3 ein Anregungslichtstrahlenbundel 43, 
wahrend das zweite Beleuchtungslichtstrahlenbundel 33 ein 
StimulationsstrahlenbOndel 45 ist. Das Anregungslichtstrahlenbundel 43 regt 
einen ersten schichthaften Probenbereich der Probe 25 an. Das 
StimulationslichtstrahlenbOndel 45 weist Ucht einer WelienlSnge auf, die zum 

10 Ausldsen einer stimulierten Emission angeregter Probenmolekule geeignet ist. 
Die Eindringtiefe des evaneszenten Stimulationsbeleuchtungslichtes ist in 
dieser Variante geringer als die Eindringtiefe des evaneszenten 
Anregungsbeleuchtungslichtes. Die erste Lichtquelie 1 ist als gepulster 
Titansaphirlaser 47 ausgefOhrt. Die zweite Lichtquelie 31 ist ebenfalls gepulst 

15 und beinhaltet einen nicht gezeigten Titansaphirlaser, der einen nicht 
gezeigten OPO (Optisch parametrischen Oszillator) speist. Die erste 
Lichtquelie 1 und die zweite Lichtquelie 31 sind derart aufeinander 
synchronisiert, dass zunachst mit einem Puis des 
Anregungslichtstrahlenbundels 3 eine Probenanregung erfolgt und 

20 anschlieBend mit dem Licht des Stimulationslichtstrahlenbundels 31 in einer 
mit der Anregungsschicht uberiappenden Probenschicht eine stimulierte 
Emission ausgelosl vwrd. Letztlich detektiert werden von dem Detektor 51 . der 
als CCD-Kamera 53 ausgefOhrt ist, die Fluoreszenzpholonen, die aus dem 
nicht von dem Licht des Stimulationslichtstrahlenbundels 31 beaufschlagten 

25 Anregungsbereich des Anregungslichtstrahlenbundels 3 stammen. Das aus 
diesem Bereich stammende Detektionslicht 55 gelangt durch das 
Mikroskopobjektiv 19 zu dem Strahlteller 15, passiert diesen, urn 
anschlieBend auf die CCD-Kamera 53 zu treffen. 

Fig 2 zeigt eine Detailansicht eines erfindungsgemaBen Mikroskops zur 
30 Ausfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens. Ein erstes 
Beleuchtungslichtstrahlenbundel 3, das ein Anregungslichtstrahlenbundel 43 
ist, ist zu einem ersten Fokus 23 fokussiert. Nach Durchlaufen des 
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Mikroskopobjektivs 19 (gestrichelt angedeutet) verlasst das 
Anregungslichtstrahlenbundel das Objektiv als Parallelstrahlenbundel und wird 
zur evaneszenten Probenbeleuchtung in einen Objekttrager 27 eingekoppelt. 
Ein zweiites Beleuchtungslichtstrahlenbundel 33, das ein 
5 Stimulationslichtstrahlenbundel 45 ist, wird zu einem zweiten in der 
Objektlvpupillenebene 21 liegenden zweiten Fokus 39 fokussiert. Nacli 
Durchlaufen des Objektivs 19 (gestrichelt angedeutet) verlasst das 
Stimulationslichtstrahlenbundel 45 als Parallelstrahlenbundel. Das 
Anregungslichtstrahlenbundel 43 verlasst das Objektiv 19 unter einem 

10 groBeren Winkel zur optischen Achse des Objektivs als das 
Stimulationsllchtstrahlenbundel 45; demgemass ist die Eindringtiefe des 
Lichtes des AnregungslichtstrahlenbOndeis 43 in die Probe 25 groBer als die 
Eindringtiefe des Lichtes des Stimulationslichtstrahlenbundels 45. Der zu dem 
ersten Fokus 23 des AnregungslichtstrahlenbOndeis 43 zusammenlaufende 

15 Lichtkegel weist einen Offnungswinkel <pi auf, wShrend der zu dem zweiten 
Fokus 39 zusammenlaufende Lichtkegel des Stimulationslichtstrahlenbundels 
45 einen Offnungswinkel q>2 aufweist, der kleiner als 91 ist; folglich ist der 
Durchmesser des das Objektiv 19 verlassenden 
AnregungslichtstrahlenbOndeis groBer als der Durchmesser des das Objektiv 

20 19 verlassenden StimulationslichtstrahlenbOndels 45. Demgemass ist die von 
dem Anregungslichtstrahlenbundel 43 evaneszent beieuchtete axiale Flache 
der Probe 25 groBer als die von dem Stimulationslichtstrahlenbundel 45 
evaneszent beieuchtete Probenflache. Mit dieser Anordnung ist es mdglich, 
Vergleiche der Fluoreszenzeigenschaften von Probenschichten in 

25 unmittelbarer Nahe des Objekttragers 27 und tiefer gelegener Schichten zu 
Ziehen. Der von dem AnregungslichtstrahlenbOndel 43 evaneszent 
beieuchtete erste Probenbereich 57 wird von dem Licht des 
AnregungslichtstrahlenbOndeis 43 optisch angeregt (schraffiert 
eingezeichnet). Der von dem Stimulationslichtstrahlenbundel 45 evaneszente 

30 zweite Probenbereich 59 ist kleiner als der erste Probenbereich 57 und 
Oberlappt zumindest teitweise mit diesem. In diesem zweiten Probenbereich 
59 wird eine stimulierte Emission ausgeldst und erst danach die spontan 
emittierten Photonen mit dem nicht gezeigten (gegateten) Detektor detektiert. 
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Die detektierten Photonen stammen im wesentlichen aus dem Teil des ersten 
Probenbereichs 57, der nicht mit dem zweiten Probenbereich 59 Qberlappt. 

Die Erfinduhg wurde in Bezug auf eine besondere AusfQhrungsform 
beschrieben. Es ist jedocli selbstverstandllch, dass Anderungen und 
5 Abwandlungen durchgefOhrt werden konnen, ohne dabei den Schutzbereich 
der nachstehenden Anspruche zu veriassen. 
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Bezugszeichenliste: 





1 


erste Lichtquelle 




3 


erstes Beleuchtungslichtstrahlenbundel 


5 


5 


erste Strahlablenkeinrichtung 




7 


kardanisch aufgehangter Drehspiegel 




9 


erste Optik 




11 


zweite Optik 




13 


dritte Optik 


10 


15 


Strahlteiler 




17 


dichroitischer Strahlteiler 




19 


Mikroskopobjektiv 




21 


Objektivpupillenebene 




23 


Fokus 


15 


25 


Probe 




27 


Objekttrager 




29 


Immersionsmittel 




31 


zweite Lichtquelle 




33 


zweites Beleuchtungslichtstrahlenbundel 


20 


35 


zweite Strahlablenkeinrichtung 




37 


zweiter kardanisch aufgehangter Drehspiegel 




39 


Fokus 




41 


optische Achse 




43 


Anregungslichtstrahlenbundel 


25 


45 


StimulationsstrahlenbOndei 
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47 Titansaphirlaser 

51 Detektor 

53 Kamera 

55 Detektionslicht 

5 57 erster Probenbereich 

59 zweiter Probenbereich 
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Patentanspruche 



1. Mikroskop mit einem ersten und einem zweiten 
Beleuchtungslichtstrahl zum Beleuchten einer Probe, dadurch 
gekennzeichnet, dass der erste und/oder der zweile Beleuchtungslichtstrahl 

5 die Probe evaneszent beleuchtet. 

2. Mikroskop nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Mikroskop ein Objektiv mit einer Objektivpupille aufweist, und dass der erste 
Beleuchtungslichtstrahl und/oder der zweite Beleuchtungslichtstrahl im 
Bereich der Objektivpupille einen Fokus aufweist. 

10 3. Mikroskop nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet. dass ein 

Einstellmittel vorgesehen ist, mit dem die raumliche Position des Fokus 
Innerhalb der Ebene der Objektivpupille veranderbar ist. 

4. Mikroskop nach Anspmch 3, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Einstellmittel eine im Strahlengang des Beleuchtungslichtstrahlenbundels 

1 5 angeordnete einstellbare Strahlablenkeinrichtung umfasst. 

5. Mikroskop nach einem der Anspruche 2 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Abstand des Fokus von der optischen Achse des 
Objektivs - insbesondere zur Einstellung der Eindringtiefe in die Probe bei 
evaneszenter Beleuchtung • einstellbar 1st. 

20 6. Mikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch 

gekennzeichnet, dass zur CARS-Untersuchung der erste 
Beleuchtungslichtstrahl ein Pumplichtstrahl und der zweite 
Beleuchtungslichtstrahl ein Stokeslichtstrahl ist. 

7. Mikroskop nach einem der AnsprOche 1 bis 5, dadurch 

25 gekennzeichnet, dass der erste Beleuchtungslichtstrahl ein 
Anregungslichtstrahl zum optischen Anregen eines ersten Probenbereichs ist 
und der zweile Beleuchtungslichtstrahl ein Stimulationslichtstrahl zum 
Auslosen einer stimulierten Emission oder einer weiteren Anregung in einem 
weiteren, zumindest teilweise mit dem ersten Probenbereich uberlappenden 
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Probenbereich, ist. 

8. Mikroskop nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Anregungslichtstrahl und der Stimulationslichtstrahl die Probe evaneszent 
beleuchten Lind dass der Anregungslichtstrahl eine groBere Eindringtiefe 

5 aufweist, als der Stimulationslichtstrahl. 

9. Mikroskop nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Abstand des Fokus des Anregungslichtstrahl von der optischen Achse des 
Objektivs groBer ist, als der Abstand des Fokus Stimulationslichtstrahls von 
der optischen Achse. 

10 10. Mikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch 

gekennzeichnet, dass der erste Beleuchtungslichtstrahl und/oder der zweite 
Beleuchtungslichtstrahl zeitlich gepulst ist. 

11. Mikroskop nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass der 
erste Beleuchtungslichtstrahl und der zweite Beleuchtungslichtstrahl zeitlich 

15 gepulst sind und dass die der zeitliche Abstand der Pulse des ersten 
Beleuchtungslichtstrahls zu den Pulsen des zweiten Beleuchtungslichtstrahls 
einstellbar ist. 

12. Mikroskop nach einem der AnsprOche 1 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, dass der Durchmesser des ersten Beleuchtungslichtstrahls 

20 und/oder des zweiten Beleuchtungslichtstrahls einstellbar ist. 

13. Mikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Mikroskop zumindest eine Mehrtinienlichtquelle 
und/oder zumindest eine Breitbandlichtquelle aufweist und die Wellenlange 
bzw. die Wellenlangen des ersten Beleuchtungslichtstrahls und/oder des 

25 zweiten Beleuchtungslichtstrahls einstellbar ist. 

14. Mikroskop nach einem der AnsprOche 1 bis 13, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Mikroskop ein Rastermikroskop insbesondere ein 
konfokates Rastermikroskop ist. 

15. Verfahren zur - insbesondere mikroskopischen -Untersuchung 
30 einer Probe mit folgenden Schritten: 
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• Erzeugen eines ersten und eines zweiten Beleuchtungslichtstrahls 

• Beleuchten der Probe mit dem der ersten und der zwette 
Beleuchtungslichtstrahi, wobei zumindest der erste 
Beleuchtungslichtstrahl die Probe evaneszent beleuchtet. 

5 16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Beleuchtung durch das Objektiv eines Mikroskops erfolgt, wobei der erste 
Beleuchtungslichtstrahl und/oder der zwelte Beleuchtungslichtstrahl im 
Bereich der Objektivpupille des Objektivs einen Fokus aufweist. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, gekennzeichnet durch den welteren 
10 Schritt: 

• Einstellen der raumliche Position des Fokus des ersten und/oder des 
zweiten Beleuchtungslichtstrahls innerhalb der Ebene der 
Objektivpupille mit einem Einstellmittel. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass das 
15 Einstellmittel eine im Strahlengang des Beleuchtungslichtstrahlenbundels 

angeordnete einstellbare Strahlablenkeinrlchtung umfasst. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 16 bis 18, gekennzeichnet 
durch den Schritt: 

• Einstellen der jeweiligen Eindrlngtiefe in die Probe bei evaneszenter 
20 Beleuchtung durch Einstellen des jeweiligen Abstandes des Fokus von 

der optischen Achse des Objektivs. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 19, dadurch 
gekennzeichnet. dass zur CARS-Untersuchung der erste 
Beleuchtungslichtstrahl ein Pumplichtstrahl und der zweite 

25 Beleuchtungslichtstrahl ein Stokeslichtstrahl ist. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 19, dadurch 
gekennzeichnet, dass der erste Beleuchtungslichtstrahl ein 
Anregungslichtstrahl zum optischen Anregen eines ersten Probenbereichs ist 
und der zweite Beleuchtungslichtstrahl ein Stimulationslichtstrahl zum 

30 AuslSsen einer stimulierten Emission Oder einer welteren Anregung in einem 
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weiteren, zumindest teilweise mit dem ersten Probenbereich uberlappenden 
Probenbereich, ist. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Anregungslichtstrahl und der Stimulationslichtstrahl die Probe evaneszent 

5 beleuchten und dass der Anregungslichtstrahl eine groBere Eindringtiefe 
aufweist, als der Stimulationslichtstrahl. 

23. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Abstand des FoKus des Anregungslichtstrahl von der optischen Achse des 
Objektivs groBer Ist, als der Abstand des Fokus Stimulationslichtstrahls von 

1 0 der optischen Achse. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 23, dadurch 
gekennzeichnet, dass der erste Beleuchtungslichtstrah! und/oder der zwelte 
Beleuchtungslichtstrahl zeltlich gepulst Ist. 

25. Verfahren nach Anspnjch 24, dadurch gekennzeichnet, dass der 
15 erste Beleuchtungslichtstrahl und der zweite Beleuchtungslichtstrahl zeltlich 

gepulst sind und dass die der zeltliche Abstand der Pulse des ersten 
Beleuchtungslichtstrahls zu den Pulsen des zweiten Beleuchtungsllchtstrahls 
eingestellt wird. 

26. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 25, dadurch 
20 gekennzeichnet, dass der Durchmesser des ersten Beleuchtungslichtstrahls 

und/oder des zweiten Beleuchtungslichtstrahls einstellt wird. 

27. Verfahren nach einem der AnsprOche 15 bis 26, gekennzeichnet 
durch den weiteren Schritt: 

• Einstellen der Wellenlange bzw. der Wellenlangen des ersten 
25 Beleuchtungslichtstrahls und/oder des zweiten 

Beleuchtungslichtstrahls. 

28. Verfahren nach einem der Anspruche 15 bis 27, gekennzeichnet 
durch die Venvendung eines Mikroskops, insbesondere eines 
Rastemfiikroskops oder eines konfokalen Rastermikroskops. 



30 
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